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The brain is an immune privileged organ that differs in immune reactivity to the 
peripheral immune system. After brain lesion local and peripheral immune responses 
are activated and autoreactive T cells specific against brain antigens are expanded, but 
no delayed autoimmune neuropathology evolves. Immune suppressive CD4+/Foxp3+ 
regulatory T cells (Tregs) may have an important role in maintaining immune tolerance 
after brain lesion. This study sought to analyse the temporal distribution, location, 
induction and effect of Tregs on days 7, 14 and 30 following entorhinale cortex lesion 
(ECL) and cerebral infarction. 
By using flow cytometry a strong accumulation of Tregs was detected in the lesioned 
area from Foxp3EGFP reporter mice at days 14 and 30 after ECL. Using 
immunohistochemistry Tregs were found in close cell-cell contact with MHCII+ microglia 
and macrophages at the lesion site. Due to the low amount of isolable T cells following 
ECL further studies were performed in mice after transient middle cerebral artery 
occlusion (MCAO), a model for ischemic stroke. A significant accumulation of Tregs 
and activated microglia occurred ipsilesionally in the brain at days 14 and 30 after 
MCAO compared with day 7. Macrophages and dendritic cells were found on days 7, 
14 and 30. Compared with peripheral lymphatic organs and blood the proportion of 
Foxp3+ Tregs in the CD4+ population was significantly elevated. At days 7 and 14 about 
60% of Tregs in the brain were positive for the proliferation marker Ki-67. By using 
immunohistochemistry Foxp3EGFP+ Tregs were found in direct cell-cell contact with 
MHCII+ dendritic cells and macrophages/microglia in the infarct area. We next asked if 
Foxp3+ Tregs are de novo induced from naïve CD4+ T cells after MCAO. In two 
different setups naïve CD45RBhigh/CD4+ cells were isolated from lymphatic organs of 
Foxp3EGFP mice, carrying a wild type T cell receptor (TCR), or 2D2.Foxp3EGFP mice, 
carrying a TCR specific for myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), and were 
depleted of Foxp3EGFP+ Tregs. One day before MCAO naïve CD45RBhigh/CD4+ cells 
were transferred into RAG1-/- mice, which lack adult T and B cells. In this study no de 
novo induction of Foxp3EGFP+ Tregs from naïve CD4+ T cells was detected at day 14 
after MCAO. To test the effect of Tregs in the context of a late immune response 
CD25+/Foxp3EGFP+ Tregs were depleted by intravenous injection of an antibody 
against CD25 (clone PC61) at day 3 after MCAO. After depletion no effects on lesion 
volumes and gait parameters were detected up to 27 days following MCAO compared 
with isotype-control.  
The present study demonstrates a late expansion of Foxp3+ Tregs in the post-ischemic 
brain for the first time. Due to cell-cell contacts of Foxp3+ Tregs with MHCII in the brain 
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a local reactivation is feasible. In parallel a strong gene expression of molecules 
important for immune cell recruitment, tolerance induction and antigen presentation, 
were found in the brain. Nevertheless, Foxp3+/CD25+ Tregs were not relevant in 
suppressing inflammatory processes in the brain that affect lesion size and gait 
parameters in the late phase after MCAO. Further studies could elucidate the function 




Das Gehirn ist ein immunprivilegiertes Organ, welches sich in der Immunreaktivität von 
dem peripheren Immunsystem unterscheidet. Nach einer Verletzung des Gehirns 
werden lokale und periphere Immunantworten aktiviert. Langfristig kommt es jedoch 
trotz der verstärkten Bildung autoreaktiver T-Zellen gegen Gehirnproteine zu keiner 
ausgeprägten autoimmunen Neuropathologie. Eine wichtige Funktion bei der 
Aufrechterhaltung dieser Immuntoleranz haben möglicherweise immunsuppressorische 
CD4+/Foxp3+ regulatorische T-Zellen (Tregs). Aus diesem Grund wurden in dieser 
Studie die zeitliche Verteilung, Lokalisierung, Induktion und Wirkung von Tregs an den 
Tagen 7, 14 und 30 nach entorhinaler Kortexläsion (ECL) und ischämischem Infarkt 
untersucht.   
Durchflusszytometrisch konnte in Foxp3EGFP Reportermäusen 14 und 30 Tage nach 
ECL eine starke Akkumulation von Tregs in der Läsion beobachtet werden. 
Immunhistochemisch wurden an der Läsionsstelle Tregs in direkten Zellkontakt mit 
MHCII+ Mikroglia und Makrophagen beobachtet. Aufgrund der geringen Menge 
T-Zellen im Gehirn nach ECL wurden weitere Analysen in der Maus nach einem 
transienten Verschluss der mittleren Hirnarterie (MCAO), ein Modell für ischämischen 
Schlaganfall, durchgeführt. An den Tagen 14 und 30 nach MCAO wurde ipsilateral im 
Gehirn eine signifikante Akkumulation Tregs und aktivierter Mikroglia im Vergleich zu 
Tag 7 und den Kontrollen beobachtet. Makrophagen und dendritische Zellen konnten 
an den Tagen 7, 14 und 30 verstärkt im Gehirn detektiert werden. Im Vergleich zur 
Peripherie war der prozentuale Anteil Foxp3+ Tregs in der CD4-Population signifikant 
erhöht. An den Tagen 7 und 14 war im Gehirn mit ca. 60 % ein sehr hoher Anteil der 
Tregs positiv für den Proliferationsmarker Ki-67. Im Infarktgebiet wurden Tregs in 
direkten Zellkontakt mit MHCII+ dendritischen Zellen und Makrophagen/Mikroglia 
nachgewiesen. Für den Nachweis einer de novo Induktion von Tregs wurden naive 
CD45RBhigh/CD4+ Zellen ohne Foxp3EGFP+ Tregs in zwei unterschiedlichen 
Versuchsansätzen aus lymphatischen Organen von Foxp3EGFP Mäusen, mit Wildtyp 
T-Zellrezeptoren (TCR), oder 2D2.Foxp3EGFP Mäusen, mit TCR spezifisch gegen 
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein, isoliert. Die naiven CD4+ Zellen wurden einen 
Tag vor MCAO in RAG1-/- Mäuse, welche keine adulten T- und B-Zellen besitzen, 
transferiert. Am Tag 14 nach MCAO war in keinem der Versuchsansätze in den 
RAG1-/- Mäusen eine de novo Induktion Foxp3EGFP+ Tregs aus den naiven CD4+ 
Zellen zu beobachten. Zur Untersuchung der Wirkung von Tregs wurden 
CD25+/Foxp3EGFP+ Tregs durch die i.v. Injektion eines Antikörpers gegen CD25 (Klon 
PC61) ab Tag drei nach MCAO depletiert. Bis zu 27 Tage nach MCAO konnten keine 
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Veränderungen in den Läsionsvolumina und in dem Gangverhalten gegenüber der 
Kontrolle nachgewiesen werden.  
In dieser Studie wurde zum ersten Mal eine späte Expansion Foxp3+ Tregs im Gehirn 
nach Ischämie nachgewiesen. Der Zellkontakt der Tregs mit MHCII im lädierten Gehirn 
ermöglicht eine antigenspezifische Reaktivierung. Zeitgleich wurde eine erhöhte 
Genexpression immunologischer Moleküle, die wichtig für die Rekrutierung von 
Immunzellen, Induktion einer Immuntoleranz und Antigenpräsentation sind, 
nachgewiesen. CD25+/Foxp3EGFP+ Tregs waren jedoch nicht relevant für die 
Suppression inflammatorischer Prozesse im Gehirn, die Auswirkungen auf 
Läsionsvolumina und Gangverhalten zu späten Zeitpunkten nach MCAO haben. 
Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle der Tregs nach Verletzungen im 
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Das Gehirn besitzt ein Immunprivileg zum Schutz des Parenchyms vor potenziell 
schädigenden Einflüssen des Immunsystems (Cserr and Knopf, 1992). Nach einer 
Verletzung des Gehirns, wie zum Beispiel einem Gehirntrauma oder einem 
Schlaganfall, werden Immunzellen aktiviert und aus der Peripherie und dem Gehirn an 
die Läsionsstelle rekrutiert (Morganti-Kossmann et al., 2002; Wang et al., 2007). 
Zusätzlich führt eine Verletzung zu einer Öffnung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) und 
Freisetzung lokaler Gehirnantigene in das Blut (Fagan and Gage, 1994; Yang and 
Rosenberg, 2011). Interessanterweise kommt es durch die Läsion und der darauf 
folgenden Immunreaktivität und Gegenwart autoreaktiver T-Zellen im Gehirn zu keiner 
autoimmunen Neuropathologie wie es bei einer Multiplen Sklerose zu beobachten ist 
(Kwidzinski et al., 2003). Möglicherweise wird nach einer Läsion im Gehirn die 
Immuntoleranz gegenüber Gehirnantigenen aktiv aufrechterhalten (Mutlu et al., 2006). 
Eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung dieser Immuntoleranz haben 
möglicherweise regulatorische T-Zellen (Tregs). Tregs sind eine Subpopulation der 
T-Zellen und besitzen stark immunsuppressorische Eigenschaften (Sakaguchi et al., 
2009). Die Rolle der Tregs nach einer Läsion im Gehirn ist bislang noch unzureichend 
erforscht. Gerade zu späten Zeitpunkten, nach der ersten akuten Immunantwort im 
lädierten Gehirn, ist die Beteiligung autoreaktiver Tregs noch weitgehend ungeklärt. 
1.1 Grundlagen des Immunsystems 
Das Immunsystem besteht aus einer Reihe verschiedener Effektorzellen und 
Molekülen, welche den Körper vor Krankheitserregern und schädlichen Substanzen 
schützen. Die angeborene Immunabwehr wird sehr schnell nach dem Kontakt mit 
einem infektiösen Organismus aktiviert. Zellen der myeloiden Zelllinie, wie 
Makrophagen, dendritischen Zellen und Mastzellen, umfassen die meisten Zellen des 
angeborenen Immunsystems. Die Reaktion des adaptiven Immunsystems überlagert 
sich mit der angeborenen Immunabwehr, benötigt jedoch mehrere Tage, um sich zu 
entwickeln. Die adaptive Immunabwehr wird von Lymphozyten vermittelt, welche zwei 
Gruppen zuzuordnen sind: den B- und den T-Zellen. Die Lymphozyten besitzen 
Antigenrezeptoren an der Zelloberfläche, welche spezifisch gegen bestimmte Antigene 
auf Krankheitserregern sind und somit ein spezifische Immunantwort entwickeln 
können. Die Milliarden an Lymphozyten in einem Organismus besitzen insgesamt ein 
riesiges Repertoire an Antigenrezeptoren. Im gesunden Organismus ist die adaptive 
Immunantwort reaktiv gegenüber Fremdantigene, jedoch tolerant gegenüber 
körpereigene Antigene (Janeway and Murphy, 2009).  
 1
Einleitung 
1.1.1 T-Zellen  
T-Zellen entwickeln sich aus hämatopoietischen Stammzellen, die aus dem 
Knochenmark in den Thymus gewandert sind und dort durch positive und negative 
Selektion ein T-Zellrepertoire produzieren, welches Haupthistokompatibilitätskomplex 
(MHC) restriktiv ist (Starr et al., 2003; Stritesky et al., 2012). Die T-Zelle besitzt auf der 
Oberfläche T-Zellrezeptoren (TCR), welche mit den Immunglobulinen verwandt sind 
und spezifisch Antigene auf antigenpräsentierenden Zellen erkennen können. Wird ein 
Antigen von einer T-Zelle gebunden und erfolgt die notwendige Kostimulation wird 
diese aktiviert. Die T-Zellen lassen sich in drei Subgruppen unterteilen: zytotoxische 
T-Zellen, T-Helferzellen (Th-Zellen) und Tregs (Janeway and Murphy, 2009).  
Die zytotoxische T-Zelle ist eine Untergruppe der T-Zellen und wird gegen Zellen aktiv, 
die von Viren infiziert sind. Die zytotoxische T-Zelle gehört zur Klasse der CD8+ Zellen. 
Durch den Korezeptor CD8 bindet es bei einer Antigenerkennung über den TCR 
bevorzugt den Haupthistokompatibilitätskomplex der Klasse I (MHCI). Wird eine Zelle 
des Körpers mit einem Virus infiziert, produziert sie virale Proteine, welche im 
endoplasmatischen Reticulum an MHCI Moleküle gebunden werden. Die MHCI 
Moleküle mit den gebundenen Viruspeptiden werden an die Oberfläche transportiert 
und können anschließend spezifisch CD8+ T-Zellen aktivieren, welche sich zu einer 
reifen zytotoxischen T-Zelle entwickeln (Janeway and Murphy, 2009).  
Naive CD4+ T-Zellen tragen den Korezeptor CD4 an der Oberfläche und binden 
dadurch bevorzugt den Haupthistokompatibilitätskomplex der Klasse II (MHCII). Dieses 
wird von den antigenpräsentierenden Zellen exprimiert. In den peripheren 
lymphatischen Organen können dendritische Zellen phagozytierte Antigene über das 
MHCII Molekül präsentieren und mit einer Kostimulation die Umwandlung naiver CD4+ 
Zellen in reife und ausdifferenzierte Th-Zellen bewirken (Janeway and Murphy, 2009). 
Die Th-Zellen werden anhand der Expression von unterschiedlichen Zytokinen in 
weitere Subgruppen unterteilt. Die Th1-Zellen exprimieren hauptsächlich Interferon- 
(IFN- und Interleukin (IL)-2, deren Funktion die Aktivierung von Makrophagen am 
Inflammationsherd ist. Th1-Zellen sind wichtig für die Verteidigung vor intrazellulären 
Pathogenen. IL-4, IL-5 und IL-13 sind spezifische Zytokine der Th2-Zellen. Den 
Th2-Zellen werden sehr unterschiedliche Funktionen zugeschrieben. Sie sind zum 
Beispiel essentiell für die Beseitigung extrazellulärer Organismen und Parasiten, wie 
zum Beispiel Helminthen. Eine weitere Subgruppe der Th-Zellen sind die Th17-Zellen. 
Diese sekretieren IL-17, induzieren die Produktion proinflammatorischer Zytokine und 
Chemokine und begünstigen dadurch Inflammation und die Rekrutierung neutrophiler 
Granulozyten an den Inflammationsherd (Abb. 1; Fabbri et al., 2003; Jäger and 
Kuchroo, 2010).    
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Einleitung 
1.1.2 Toleranzinduktion durch regulatorische T-Zellen 
Damit periphere Toleranz gegenüber körpereigenen Antigenen gewährleistet werden 
kann, muss die Expansion und Aktivierung autoreaktiver T-Zellen, die nicht im Thymus 
über negative Selektion aussortiert wurden, aktiv supprimiert werden (Palmer, 2003). 
Eine spezialisierte Subgruppe der T-Zellen, die Tregs, vermittelt durch 
antigenspezifische Immunsuppression die Aufrecherhaltung der peripheren Toleranz 
(Benacerraf and Germain, 1981). Es lassen sich unterschiedliche Typen Tregs 
beschreiben, welche aus naiven CD4+ T-Zellen in der Peripherie induziert werden 
können. Typ-1 regulatorische T-Zellen (Tr1-Zellen) können in der Gegenwart von IL-10 
und gleichzeitiger Antigenstimulation generiert werden und über die Sekretion von 
IL-10 und transformierenden Wachstumsfaktor- (TGF- Immunantworten 
antigenspezifisch inhibieren (Groux et al., 1997). Th3-Zellen sind eine weitere Gruppe 
Tregs, welche nach oraler Toleranzinduktion mit Antigenen über die Sekretion von 
TGF- suppressorisch wirken können (Abb. 1; Weiner, 2001). 
Neben diesen in der Peripherie induzierten Tregs gibt es eine Gruppe Zellen, die 
während der frühen Entwicklung eines Individuums aus CD4+/CD8- /TCR-positiven 
Zellen im Thymus entstehen und den Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 
(Foxp3) exprimieren. Foxp3 ist kritisch für die Differenzierung und Funktion dieser als 
natürlich vorkommende Tregs bezeichnete Zellgruppe (Fontenot et al., 2003; Hori et 
al., 2003; Ouyang et al., 2010). Die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 ist 
ebenfalls wichtig für die Entwicklung induzierter Tregs in der Peripherie, welche nicht 
zu den Tr1-Zellen und Th3-Zellen gehören. Induzierte Foxp3+ Tregs können in der 
Gegenwart vom TGF-, IL-2 und Retinsäure aus naiven CD4+/CD25- T-Zellen 
entstehen (Abb. 1; Chen et al., 2003; Coombes et al., 2007; Zheng et al., 2007). Der 
Transkriptionsfaktor Foxp3 wurde als Schlüsselfaktor für die Aufrechterhaltung der 
Immmuntoleranz identifiziert. Eine Mutation im humanen Gen FOXP3 ist die Ursache 
für das IPEX (Immundysregulation-Polyendokrinopathie-Enteropathie-X)-Syndrom 
(Ochs et al., 2005). Eine Mutation im Foxp3-Gen der Scurfy-Maus führt zu Bildung 
hyperaktiver CD4+ T-Zellen und Überproduktion proinflammatorischer Zytokine und ist 
innerhalb eines Monats nach Geburt letal (Brunkow et al., 2001).  
Die Transduktion des Foxp3 führt in naiven CD4+ T-Zellen zur Expression von CD25, 
der -Kette des IL-2 Rezeptors (Hori et al., 2003). CD25 wurde lange vor der 
Entdeckung des Transkriptionsfaktors Foxp3 als Marker für die Identifizierung von 
CD4+ Tregs verwendet (Sakaguchi et al., 1995). In der Maus ist ein Teil der Foxp3+ 
Tregs negativ für den Marker CD25. Es konnten jedoch, sowohl bei den CD25+/Foxp3+ 
Tregs als auch bei de CD25-/Foxp3+ Tregs, eine immunsuppressorische Aktivität 
nachgewiesen werden (Fontenot et al., 2005a; Sakaguchi et al., 2006). Im Menschen 
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konnten Unterschiede in Funktion und phänotypischen Merkmalen der Foxp3+ Tregs 
im Vergleich zur Maus festgestellt werden (Miyara and Sakaguchi, 2011). Unter 
anderem besitzt der Mensch eine Subpopulation Foxp3+ Tregs die nicht 
immunsuppressiv ist (Miyara et al., 2009).  
Foxp3 führt zur Expression verschiedener Tregs-assoziierter Moleküle, wie 
zytotoxisches T-Zell-assoziiertes Antigen-4 (CTLA-4) und Glucocorticoid-induzierter 
TNF-Rezeptor (GITR) (Hori et al., 2003). Zusätzlich führt es in der Zelle zur Repression 
der Produktion von IL-2, IFN- und IL-4 (Hori et al., 2003). Die Exposition gegenüber 
dem Zytokin IL-2, welches Exogen zur Verfügung gestellt werden muss, ist für die 
fortwährende Expression des Foxp3 und CD25 in natürlich vorkommenden Tregs 
notwendig (Fontenot et al., 2005b; Shevach et al., 2006). Für die Entwicklung Foxp3+ 
Tregs im Thymus ist die Signaltransduktion über IL-2 und dem IL-2 Rezeptor jedoch 
nicht relevant (Fontenot et al., 2005b). IL-2 verstärkt die immunsuppressive Funktion 
Foxp3+ Tregs in der Peripherie und führt in hoher Dosierung zu deren Proliferation 
(Fontenot et al., 2005b; Setoguchi et al., 2005; Shevach et al., 2006). 
In drainierenden Lymphknoten (LK) präsentieren dendritische Zellen den Foxp3+ Tregs 
körpereigene Antigene (Scheinecker et al., 2002). Die aktivierten Foxp3+ Tregs 
expandieren und exprimieren eine Reihe von Homing-Rezeptoren (siehe Übersicht in 
Huehn and Hamann, 2005). Zu denen gehören Rezeptoren für Chemokine, wie der 
Rezeptor C-C Chemokinrezeptor Typ 7 (CCR7), und Adhäsionsmoleküle (Huehn et al., 
2004; Siegmund et al., 2005). Ein Teil der Foxp3+ Tregs exprimiert das 
Adhäsionsmolekül CD103, welches mit dessen Ligand E-Cadherin auf Epithelzellen 
interagiert. Ein großer Teil der Tregs exprimiert CD62L, welches mit Molekülen des 
Gefäßendothels in den LK interagiert. Die Expression unterschiedlicher Homing-
Rezeptoren kontrolliert den Transport und die Lokalisierung und somit die 
Kompartimentierung der Tregs-vermittelten Immunantwort (Huehn et al., 2004; 
Sakaguchi et al., 2008; Siegmund et al., 2005).  
Zu den Mechanismen der Immunsuppression durch Foxp3+ Tregs gehören: die 
Sekretion der immunsuppressiven Zytokine IL-10 und TGF-, Zellkontakt abhängige 
Suppression und Modifikation oder Tötung von antigenpräsentierenden Zellen (siehe 




Abb. 1: Differenzierung unreifer CD4+/CD8- Zellen und naiver CD4+ T-Zellen in 
regulatorische T-Zellen (Tregs) und Effektor-T-Zellen. Dargestellt sind Foxp3+ und 
Foxp3- Tregs, sowie Effektor-T-Zellen (Th1, Th2 und Th17), die in peripheren 
lymphatischen Organen aus naiven CD4+ T-Zellen entstehen. Zusätzlich sind für die 
T-Zellgruppen charakteristische Zytokine aufgeführt. nTregs = natürliche Tregs, iTregs 
= induzierbare Tregs. Modifizierte Abbildung aus Sakaguchi et al. (2008). 
1.2 Das Gehirn als immunprivilegiertes Organ 
In Organen mit Immunprivileg findet eine verzögerte Abstoßung von Transplantaten 
durch das Immunsystem statt. Dieses Phänomen lässt sich in unterschiedlichen 
Organen, wie zum Beispiel im Auge, Gehirn und Hoden beobachten (Streilein, 1995). 
Der immunologische Sonderstatus des parenchymalen Gewebes im Gehirn wurde 
erstmals entdeckt, als nach einer Xenotransplantation von allogenetischen 
Tumorzellen eine ungehinderte Vermehrung im Gehirn stattfand, jedoch diese nach 
einer Transplantation in andere Organe abgestoßen wurden (Shirai, 1921). Seit dieser 
Beobachtung wurden in zahlreichen Studien die molekularen und zellulären 
Mechanismen, welche dem Immunprivileg im Gehirn zu Grunde liegen, erforscht. Das 
Immunprivileg des Gehirns wird als eine evolutionäre Adaptation gesehen, welche zum 
Schutz der neuronalen Netzwerke mit schwacher Regenerationsfähigkeit vor 
schädigenden Einflüssen des Immunsystems dient (Lotan and Schwartz, 1994). Es 
wurde ursprünglich angenommen, dass lediglich unter pathologischen Bedingungen 
eine Migration von Leukozyten in das Gehirn stattfindet und dass neuronales Gewebe 
vom Immunsystem im gesunden Zustand „ignoriert“ wird (Medawar, 1948). In dem 
klassischen Konzept des Gehirns als immunprivilegiertes Organ wird der BHS eine 
wesentliche Rolle zugeschrieben, indem diese die Isolation der Antigene im Gehirn 
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bewerkstelligt und periphere Immunzellen unter physiologischen Bedingungen an der 
Migration in das Parenchym hindert (Medawar, 1948). Die Definition des 
Immunprivilegs im Gehirn hat sich im Laufe der Zeit wesentlich verändert. Das 
Immunprivileg des Gehirns ist kein absoluter Zustand und es konnte gezeigt werden, 
dass fortwährend eine aktive und regulierte Kommunikation zwischen dem gesunden 
Gehirn und dem Lymphsystem stattfindet (Schwartz, 2003). 
1.2.1 Die Blut-Hirn-Schranke 
Die BHS ist eine protektive Barriere zwischen dem neuronalen Parenchym und dem 
Blut. Weitere Barierren im Zentralnervensystem (ZNS) sind die Blut-Leptomeniges-
Schranke (BLMS) in den Meningen des Gehirns und des Rückenmarks und die Blut-
Liquor-Schranke (BLS) im Plexus choroidei (Engelhardt and Ransohoff, 2012). Eine 
erste Barriere für Serumbestandteile und Immunzellen bilden die Gefäßendothelzellen, 
welche über Tight junctions verbunden sind und somit den parazellulären Zugang in 
das Gehirn beschränken (Wolburg and Lippoldt, 2002). Die Endothelzellen sezernieren 
die endotheliale Basalmembran, welche in den Kapillaren direkt an der parenchymalen 
Basalmembran anliegt. Die Endfüße der Astrozyten umschließen die Gefäße und 
bilden gemeinsam mit der parenchymalen Basalmembran die Glia limitans. Die Glia 
limitans stellt eine zweite Barriere für Immunzellen dar und wird nur während einer 
Inflammation des ZNS von peripheren Immunzellen passiert (Engelhardt and 
Ransohoff, 2012). Im Gegensatz zu den Kapillaren teilen sich in den postkapillären 
Venolen die beiden Basalmembranen auf und bilden einen perivaskulären Raum, der 
mit Zerebrospinalflüssigkeit gefüllt ist (Engelhardt and Sorokin, 2009). In dem 
perivaskulären Raum befinden sich antigenpräsentierende Zellen, welche das ZNS 










1 = endotheliale Basalmembran








Abb. 2: Querschnitt durch eine postkapilläre Venole im Gehirn. Die 
Gefäßendothelzellen sind über Tight junctions verbunden und sezernieren die 
endotheliale Basalmembran (1). In den postkapillären Venolen befindet sich zwischen 
der endothelialen Basalmembran und der parenchymalen Basalmembran (2) ein 
perivaskulärer Raum, welcher mit Zerebrospinalflüssigkeit gefüllt ist. 
Antigenpräsentierende Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen (M), halten sich im 
perivaskulären Raum auf und überwachen das Gehirnparenchym. Die Endfüße von 
Astrozyten (A) umgeben das Gefäß und bilden mit der parenchymalen Basalmembran 
die Glia limitans. Modifizierte Abbildung aus Bechman et al. (2007). 
Die Passage der Immunzellen durch das Gefäßendothel und durch die Glia limitans 
sind zwei unterschiedlich regulierte Vorgänge. Eine Rekrutierung von aktivierten 
Lymphoblasten wird in der BHS über eine Interaktion des 4-Integrins mit Gefäßzellen-
Adhäsionsmolekül-1 (VCAM-1) vermittelt. 4-Integrin wird auf Lymphoblasten 
exprimiert und VCAM-1 wird konstitutiv in kleinen Mengen auf Gefäßendothelzellen 
des Gehirns exprimiert (Vajkoczy et al., 2001). Weitere wichtige Moleküle für die 
Extravasation der T-Zellen sind Leukozyten Funktions-Antigen-1 (LFA-1) auf T-Zellen 
und Interleukinadhäsionsmolekül-1 (ICAM-1) auf dem Gefäßendothel (Laschinger et 
al., 2002; Xu et al., 2003). Die Passage der Immunzellen in den perivaskulären Raum 
ist nicht notwendigerweise pathologisch. Für die Entstehung einer Neuropathologie 
müssen aktivierte T-Zellen die Glia limitans passieren. Dazu ist eine antigenspezifische 
Aktivierung durch Makrophagen im perivaskulären Raum notwendig (Tran et al., 1998). 
Durch die Freisetzung von Matrix-Metalloproteinase (MMP)-2 oder MMP-9 werden 
Dystroglykane, die Ankerproteine von Laminin 1 und 2 der parenchymalen 
Basalmembran, gespalten, wodurch eine Migration von T-Zellen in das Parenchym 
ermöglicht wird (Agrawal et al., 2006; Toft-Hansen et al., 2006). 
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1.2.2 Efferenter Arm des Immunsystems im Gehirn 
Aktivierte T-Zellen infiltrieren auch vor dem Ausbruch eines wahrnehmbaren 
pathologischen Zustandes in das Gehirn (Flügel et al., 2001; Hickey et al., 1991). In 
diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass für den Eintritt der Lymphozyten in das 
Gehirn eine vorherige Aktivierung notwendig war, welche unabhängig von der 
Antigenspezifität, des T-Zellphänotyps und der MHC-Restriktion stattfand (Hickey et 
al., 1991). Tregs können nach einer viralen Infektion des ZNS zur Abminderung der 
schädigenden Inflammation im Gehirn beitragen, während die zielgerichtete antivirale 
Immunität im Gehirn bestehen bleibt. Tregs inhibieren die Proliferation von ZNS-
reaktiven CD4+ T-Zellen in den drainierenden LK und führen zu einer Verminderung der 
Expression des  CXC-Chemokinrezeptor 3 (CXCR3), ein für die Migration wichtiger 
Chemokinrezeptor, auf T-Zellen (Cervantes-Barragán et al., 2012).  
Im Parenchym des Gehirns findet in vielfältiger Weise eine Regulation der 
Immunantwort und Inflammation statt. Gehirnzellen können den Fas-Ligand (CD95L) 
exprimieren, welcher in Fas (CD95)-Positiven T-Zellen nach dem Übertritt in das 
Parenchym Apoptose einleitet (Bechmann et al., 1999). Neurone können außerdem 
TGF- sekretieren und Effektor-T-Zellen in Tregs konvertieren, welche wiederum den 
Prozess der Neuroinflammation, wie bei einer experimentellen autoimmunen 
Enzephalomyelitis (EAE), unterbinden können (Liu et al., 2006). Astrozyten können 
ebenfalls Tregs induzieren (Trajkovic et al., 2004). Nach einer milden Stimulation in 
vitro mit IFN- regulieren Mikroglia den Rezeptor MHCII hoch und phagozytieren 
hinzugefügtes Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), ein Peptid des Myelins. 
Die beladenen und aktivierten Mikroglia konvertierten naive CD4+ Responder-Zellen in 
MOG-spezifische Tregs (Ebner et al., submitted). Leukozyten, welche aus der 
Peripherie in das Parenchym infiltrieren, treffen zunächst auf eine immunsuppressive 
Umgebung. Die Expression des MHCII auf Mikroglia reicht nicht aus, um eine primäre 
Immunantwort hervorzurufen und kann zu einer Apoptosis autoreaktiver T-Zellen 
führen. Dies wiederum kann dazu führen, dass sich Pathogene unbemerkt im ZNS 
ausbreiten. Mikroglia können jedoch nach dem Beginn einer Inflammation im ZNS die 
sekundäre Immunantwort unterstützen (Hugh Perry, 1998).  
1.2.3 Afferenter Arm des Immunsystems im Gehirn  
Der afferente Arm einer Immunantwort beinhaltet die Präsentation von Antigenen zu 
naiven T-Zellen und deren Aktivierung. Über den afferenten Arm gelangen gelöste 
Antigene in die drainierenden LK und in die Milz. In der Peripherie können Antigene 
durch antigenpräsentierende Zellen, wie zum Beispiel durch dendritische Zellen, zu 
den peripheren lymphatischen Organen transportiert werden. Die, mit dem Antigen 
beladenen, dendritischen Zellen können dann wiederum in den LK T-Zellen stimulieren 
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(Janeway and Murphy, 2009).  Antigene können auch in gelöster Form über die 
Drainage der Lymphe zu den lymphatischen Organen transportiert und lokal von reifen 
dendritischen Zellen aufgenommen werden, welche dann naive T-Zellen aktivieren 
(Galea et al., 2007). Durch den Abfluss gelöster Gehirnantigene über die 
Zerebrospinalflüssigkeit in das Blut des duralen Sinus und über kraniale Nerven in die 
Lymphe ist der Kontakt des Gehirnparenchyms zu den zervikalen LK und der Milz 
gewährleistet (Cserr and Knopf, 1992). In diesem Zusammenhang konnte in einer 
Studie gezeigt werden, dass nach einer Injektion von radiomarkierten Albuminen in den 
Nucleus caudatus diese in die tiefen zervikalen LK abfließen (Yamada et al., 1991). In 
weiteren Versuchen wurde gezeigt, dass nach einer Injektion von Antigenen in das 
Gehirnparenchym es in den zervikalen LK zur spezifischen Bildung von Antikörpern 
kommt ohne die Entwicklung einer zytotoxischen T-Zellantwort (Harling-Berg et al., 
1999). Im Gehirn findet nach der Injektion von grün fluoreszierendem Protein (GFP) 
exprimierenden Monozyten an eine mechanisch induzierte Läsionsstelle in der 
entorhinalen Kortex eine Migration der injizierten Zellen über den olfaktorischen Nerv 
und der Abfluss in die drainierenden tiefen zervikalen LK statt (Kaminski et al., 2012). 
Jedoch konnte bislang nicht der direkte Abtransport von Antigenen durch 
antigenpräsentierende Zellen aus dem ZNS in die Peripherie gezeigt werden.  
1.3 Immunantworten nach einer Schädigung im Gehirn 
Nach einer Schädigung des Gehirns, wie bei einem Gehirntrauma oder Schlaganfall, 
verändert sich das Immungeschehen im neuronalen Gewebe. Die Läsion des 
neuronalen Gewebes führt immunologisch zu einer neuen Situation im Organismus, 
worauf dieser reagiert und vermutlich versucht Folgeschaden von dem Gehirn 
abzuwenden. Abhängig vom Ausmaß der Schädigung variiert die Qualität der daraus 
resultierenden Immunantwort. Die Analyse der Immunantwort nach einer Schädigung 
des Gehirns wurde in dieser Doktorarbeit an den Modellen der entorhinalen 
Kortexläsion (ECL) und des Verschlusses der mittleren Gehirnarterie (MCAO), einem 
Modell für ischämischen Schlaganfall, vorgenommen. 
1.3.1 Das Modell der entorhinalen Kortexläsion 
Der entorhinale Kortex projiziert über den Tractus perforans in den Gyrus dentatus und 
liefert den wesentlichen Input der Hippocampusformation. Neurone aus dem medialen 
entorhinalen Kortex projizieren in die mittlere Molekularschicht und Neurone aus dem 
lateralen entorhinalen Kortex in die äußere Molekularschicht des Gyrus dentatus. 
Zusätzlich projiziert die entorhinale Kortex in die CA1 und CA3 Regionen des Ammon’s 
Horn und in den Subikulum (siehe Abb. 3; Kandel et al., 2000). In dem Tiermodell der 
entorhinalen Kortexläsion (ECL) wird die Verbindung des entorhinalen Kortex über den 
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Tractus perforans mit dem Hippocampus mechanisch oder elektrolytisch durchtrennt 
(siehe Abb. 3). Die ECL wurde ursprünglich zur Untersuchung degenerativer und 
regenerativer Prozesse im ZNS entwickelt (Lynch et al., 1972). Nach einer 
Durchtrennung des Tractus perforans kommt es zu einer anterograden Degeneration 
entorhinaler Axone, welche in der Molekularschicht des Gyrus dentatus terminieren 
und es findet eine komplexe Reorganisation der neuronalen Verbindungen im 
deafferenzierten Hippocampus statt (Marrone et al., 2004; Matthews et al., 1976; 











Abb. 3: Verbindung der entorhinalen Kortex mit der Hippocampusformation. (A) 
Horizontalschnitt durch das Mausgehirn zur Übersicht. Modifiziert aus: ©2012 Allen 
Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas [Internet]. Verfügbar auf: 
http://mouse.brain-map.org/. (B) Schematische Darstellung eines Horizontalschnitts der 
entorhinalen Kortex und der über den Tractus perforans  innervierten Bereiche der 
Hippocampusformation. Bei der entorhinalen Kortexläsion wird der Tractus perforans 
elektrolytisch oder mechanisch durchtrennt. DG = Gyrus dentatus, CA1 und 
CA3 = Regionen des Ammon’s Horn, LEC = laterale entorhinale Kortex, 
MEC = mediale entorhinale Kortex, S = Subikulum, TP = Tractus perforans. 
1.3.1.1 Immunreaktivität residenter Zellen nach axonaler Läsion 
Mikroglia, die residenten Immunzellen im Gehirn, werden als erste Verteidigungslinie 
der angeborenen Immunabwehr im ZNS betrachtet und erfüllen wichtige Aufgaben 
nach einer Läsion im ZNS (Napoli and Neumann, 2009). Gemeinsam mit den Mikroglia 
tragen Astrozyten erheblich zur Beseitigung der durchtrennten Nervenfasern nach 
einer ECL bei und verursachen durch Phagozytoseaktivität eine anterograde 
Degeneration der durchtrennten Axone, welche aus dem entorhinalen Kortex im 
Hippocampus terminieren (Bechmann and Nitsch, 1997a). Eine Blockade der 
Aktivierung von Mikroglia nach Läsion führt zur Reduzierung sekundärer Schädigung 
des Gehirns und zu einem verstärkten regenerativem Wachstum von Neuriten 
(Eyüpoglu et al., 2003). 
Bereits Stunden nach einer ECL sind im deafferenzierten Gebiet proliferierende 
Gliazellen (Gall et al., 1979) und innerhalb eines Tages eine erhöhte Anzahl Mikroglia 
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zu sehen (Fagan and Gage, 1990). Am Tag 3 ist in der denervierten Molekularschicht 
des Gyrus dentatus und in der Körnerzellschicht eine hohe Proliferationsrate der 
Mikroglia zu sehen, welche bis Tag 30 wieder abnimmt (Hailer et al., 1999). Nach ECL 
kommt es auf Mikroglia zu einer Expression der Adhäsionsmoleküle LFA-1, 
Gefäßzellen-Adhäsionsmolekül-4 (VLA-4) und ICAM-1 (Hailer et al., 1997) und findet 
eine Migration der Mikroglia in das Läsionsgebiet statt (Rappert et al., 2004). Zeitgleich 
lässt sich ein Anstieg des proinflammatorischen Zytokins IL-1 sehen (Fagan and Gage, 
1990) und wird MHCI vermehrt auf Mikroglia exprimiert (Jensen et al., 1997). Für die 
Rekrutierung von Mikrogliazellen an das dennervierte Gebiet ist die Signaltransduktion 
über den Rezeptor CXCR3 wichtig (Rappert et al., 2004). CXCR3 ist ein spezifischer 
Rezeptor für den Liganden Interferon--induziertes Protein-10 (IP-10), welcher nach 
einer ECL verstärkt im lädierten Hippocampus exprimiert wird (Babcock et al., 2003). 
Ebenfalls regulieren Mikroglia bis zu 90 Tage nach ECL den Rezeptor zur 
Antigenpräsentation MHCII und den Co-Rezeptor B7-2 hoch, jedoch nicht B7-1 
(Bechmann et al., 2001). B7-Moleküle sind essentiell für die T-Zellstimulierung und 
deren Abwesenheit verursacht T-Zellanergie (Matzinger, 1994). Im Modell der EAE 
führt die Kostimulation durch B7-1 zu einer destruktiver T-Zellantwort im ZNS, 
wohingegen die Kostimulation durch B7-2 protektiv wirkt (Karandikar et al., 1998; 
Racke et al., 1995). 
Bei den Astrozyten lässt sich ein Maximum in der Proliferationsrate am Tag 7 und ein 
Maximum in der Anzahl am Tag 30 sehen (Hailer et al., 1999). Es konnte gezeigt 
werden, dass im dennervierten Gebiet in den ersten 10 Tagen nach ECL der Rezeptor 
Fas (CD95) und der Fas-Ligand (CD95L) auf Astrozyten hochreguliert werden 
(Bechmann et al., 2000). Der Fas-Ligand kann über den Rezeptor Fas Apoptose 
induzieren (Nagata and Golstein, 1995). Nach ECL war keine erhöhte Apoptose der 
Astrozyten zu sehen (Bechmann et al., 2000). Die Astrozyten können jedoch über die 
Ausschüttung des Fas-Ligand die Apoptose bei T-Zellen einleiten (Trajkovic et al., 
2004). Auf Astrozyten wurde nach ECL eine erhöhte Expression des programmierten 
Zelltod-1-Ligand-1 (PD-L1), ein potenter Inhibitor von Effektor-T-Zellen, detektiert (Lipp 
et al., 2007). 
1.3.1.2 Die Beteiligung peripherer Leukozyten nach axonaler Läsion 
Durch die Öffnung der BHS kommt es in der ersten Woche nach ECL zu einem 
Ausfluss des Immunoglobulins G (IgG) aus dem Blut in die Läsion und den 
Hippocampus. Zusätzlich kann nach intravenöser Injektion von Meerrettichperoxidase 
und Evans Blau eine Anfärbung an der mechanischen Läsion, jedoch nicht in den 
Bereichen mit anterograder Degeneration, beobachtet werden (Jensen et al., 1997). 
Interessanterweise lässt sich eine Infiltration peripherer Monozyten in das Parenchym 
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in Bereichen mit anterograder Degeneration beobachten, an denen keine 
Durchlässigkeit für Evans Blau beobachtet wurde (Bechmann et al., 2005; Jensen et 
al., 1997). Folglich erfolgt eine aktive Rekrutierung peripherer Leukozyten in Arealen 
anterograder Degeneration nach ECL.  
Eine Problematik der mikroskopischen Charakterisierung von Mikroglia nach einer 
Läsion im ZNS ist, dass Makrophagen aus dem Blut in das Parenchym einwandern 
und sich anhand phänotypischer Merkmale nur schwer von den Mikroglia 
unterscheiden lassen. Mit dem Marker CD45 lassen sich jedoch Mikroglia, welche 
CD45low exprimieren, von den Makrophagen, welche CD45high exprimieren, am 
Durchflusszytometer unterscheiden. Durchflusszytometrisch ließ sich somit in einer 
Studie die Infiltration von CD11b+/CD45high Makrophagen 12 h nach einer ECL 
nachweisen (Babcock et al., 2003). In einer weiteren Studie ließ sich die Infiltration 
peripherer Monozyten in das ZNS über den Transfer von GFP+ Knochenmarkszellen in 
Empfängermäuse nachweisen. Die GFP+ Monozyten waren 24 h nach ECL im 
Parenchym des Hippocampus zu sehen und ähnelten nach morphologischen Kriterien 
72 h nach Läsion den Mikroglia (Bechmann et al., 2005). Innerhalb der ersten 24 h 
nach ECL kann ein breites Spektrum an Chemokinen im ZNS nachgewiesen werden 
(Babcock et al., 2003). Das Chemokin C-C Chemokinligand 2 (CCL2), ein Ligand für 
den Rezeptor CCR2, ließ sich bereits nach 3 h und vor der ersten Infiltration von 
peripheren Leukozyten im ZNS detektieren und wird von Mikroglia und Astrozyten 
sezerniert (Babcock et al., 2003). Der Rezeptor CCR2 ist wichtig für die Rekrutierung 
peripherer Leukozyten in das ZNS, denn in einer CCR2 defizienten Maus blieb die 
Infiltration peripherer Leukozyten nach einer ECL (Babcock et al., 2003) und nach einer 
Rückenmarksläsion aus (Ma et al., 2002; Siebert et al., 2000).  
Axonale Läsion führt zu einem Transport von Gehirnantigenen aus dem Gehirn in die 
drainierenden LK (Mutlu et al., 2006) und zu einer Expansion Myelin-spezifischer 
T-Zellen in den LK (Olsson et al., 1992). Nach Rückenmarksläsion bilden aktivierte 
B-Zellen Antikörper gegen Gehirnantigene (Ankeny et al., 2006). CD4+ T-Zellen 
können bis zu 90 Tage nach ECL in dem Läsionsgebiet beobachtet werden 
(Bechmann et al., 2001). In einer Studie wurde eine aktive Immuntoleranz gegenüber 
Gehirnantigene nachgewiesen, indem Mäuse mit ECL behandelt und ab Tag 30 mit 
dem Gehirnantigen Proteolipid-Protein (PLP) immunisiert wurden, um eine passive 
EAE zu induzieren. Nach ECL waren die neurologischen Scores der EAE vermindert 
(Mutlu et al., 2006). In der selben Studie wurde das axonale Antigen Neurofilament-L 
(NF-L) in MHCII-positiven Zellen der zervikalen LK detektiert und eine erhöhte 
Apoptose der CD4+ T-Zellen beobachtet (Mutlu et al., 2006). Nach einem Transfer von 
Myelin-Basisches Protein (MBP)-spezifischen T-Zellen ließ sich nach einer ECL im 
Gebiet der axonalen Degeneration eine erhöhte Infiltration von T-Zellen reaktiv gegen 
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Myelin feststellen. Die infiltrierten T-Zellen verstärkten die Antwort der Mikroglia und die 
Beseitigung des Myelintrümmers durch Phagozytose (Nielsen et al., 2009). 
Myelintrümmer inhibieren das Auswachsen von Neuriten und die Remyeliniserung. Die 
Beseitigung von Myelintrümmern durch Mikroglia hat eine Auswirkung auf die 
regenerativen Prozesse nach axonaler Läsion (Kotter et al., 2006; Schwab, 1990).  
1.3.2 Ischämischer Schlaganfall 
Der Schlaganfall ist die zweithäufigste Todessursache weltweit (Murray and Lopez, 
1997). Schlaganfälle können entweder ischämisch oder hämorrhagisch bedingt sein 
(Donnan et al., 2008). Die am häufigsten vorkommenden Ursachen für einen 
Schlaganfall sind (Kumar and Clark, 2009): 
1. Arterielle Embolie aus Herz, Halsschlagader (Arteria carotis communis oder interna), 
Arteria basilaris oder vertebralis, welche zum Hirninfarkt führt. 
2. Partieller oder kompletter Gefäßverschluss der hirnversorgenden Arterien (Arteria 
vertebralis, basilaris, carotis communis oder interna) oder Hirnarterien (z. Bsp. Arteria 
cerebri media, anterior oder posterior), z. Bsp. infolge lokaler Thrombosen bei 
Arteriosklerose, Vaskulitis oder Dissektionen. 
3. Subarachnoide oder intrakraniale Hämorrhagie. 
Der, durch eine Thromboembolie verursachte, ischämische Infarkt kommt mit 80 % am 
häufigsten vor, gefolgt von zerebraler und zerebellarer Hämorrhagie mit 10 % und 
subarachnoider Hämorrhagie mit 5 % (Kumar and Clark, 2009). Der ischämische 
Infarkt wird durch eine transiente oder permanente Reduktion des zerebralen 
Blutflusses verursacht (Dirnagl et al., 1999). Zur Erforschung des ischämischen 
Schlaganfalls wird im Modell eine fokale zerebrale Ischämie über einen permanenten 
oder transienten Verschluss von Gefäßen induziert (Mergenthaler and Meisel, 2012). 
Das Fadenmodell zum Verschluss der mittleren zerebralen Arterie (MCAO) ist das am 
häufigsten verwendete Modell zur Induktion eines ischämischen Infarkts. In dem 
Modell lässt sich transient oder permanent die mittlere zerebrale Arterie durch das 
Einführen eine Fadens verschließen (Carmichael, 2005; Engel et al., 2011). Bei einem 
transienten Verschluss wird nach einer definierten Zeitdauer (z. Bsp. 30, 45 oder 
60 min bei der Maus) der Faden entnommen und die Reperfusion des Gefäßes 
eingeleitet. Mit dem Variieren der Zeitdauer des Verschlusses lässt sich die 
Läsionsgröße des Infarktes regulieren (Engel et al., 2011). Mit dem transienten 
Verschluss werden die Effekte einer spontanen Reperfusion oder die klinisch 
relevantere Situation einer erfolgreichen Lysis mit gewebsspezifischen 
Plasminogenaktivator (rt-PA) nachgeahmt (Mergenthaler and Meisel, 2012).  
Die verminderte Blutzufuhr führt lokal zu einer verminderten Versorgung von Sauerstoff 
und Glukose des neuronalen Gewebes und führt zu Störungen der Membranpotentiale 
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und zahlreicher Energie-abhängiger Prozesse (Dirnagl et al., 1999). In Folge werden 
spannungsabhängige Ca2+-Kanäle aktiviert und exzitatorische Aminosäuren, wie zum 
Beispiel Glutamat, freigesetzt. Glutamat akkumuliert im extrazellulären Raum und 
aktiviert NMDA-Rezeptoren und metabotrope Rezeptoren. Durch einen universellen 
Anstieg an Ca2+ im ischämischen Gebiet werden proteolytische Enzyme aktiviert, 
welche zur Schädigung des Gewebes erheblich beitragen. Zusätzlich entstehen freie 
Radikale welche Zellmembrane zerstören und Apoptosis und Inflammation auslösen 
(Dirnagl et al., 1999). Durch einen vermehrten Einstrom von Na+ und Cl- in die Zellen 
kommt es zu einem passiven Wassereinfluss in die Zellen und es kommt zur 
Ausbildung eines zytotoxischen Hirnödems. Besteht die Ischämie länger und bricht die 
BHS zusammen, strömen Plasmabestandteile und damit osmotisch aktive Substanzen 
in den Extrazellulärraum. Dies führt zu einer Zunahme des Wassergehalts und wird als 
vasogenes Hirnödem bezeichnet (Dirnagl et al., 1999; Mumenthaler, 2008). Das 
ischämische Hirnareal ist jedoch nicht homogen von den oben beschriebenen 
haemodynamischen, metabolischen und ionischen Veränderungen betroffen (Dirnagl 
et al., 1999). Bei einem Hirninfarkt sinkt in dem Kerngebiet der zerebrale Blutfluss so 
weit, dass es zu einem Zellsterben kommt (Dirnagl et al., 1999; Hossmann, 1994). 
Dieser irreversibel geschädigte Kern wird in der Regel von einer Penumbra umgeben, 
in welcher der Energiemetabolismus zum Teil erhalten ist und der Blutfluss einen 
bestimmten Schwellenwert nicht unterschreitet (Astrup et al., 1981). Mit der Zeit und 
ohne Behandlung kann es auch in der Penumbra zur Infarktbildung kommen (Dirnagl 
et al., 1999).  
1.3.2.1 Immunantwort nach zerebraler Ischämie 
Nach einem ischämischen Infarkt im Gehirn findet lokal und systemisch eine komplexe 
Reaktion des Immunsystems statt. An den immunologischen Prozessen sind sowohl 
Komponenten des angeborenen, als auch des adaptiven Immunsystems beteiligt 
(Nilupul Perera et al., 2006; Wang et al., 2007). Durch den Anstieg von freien 
Sauerstoffradikalen, der Hypoxie und der Aktivierung von second-messenger 
Signalwegen über Ca2+ werden eine Reihe an Transkriptionsfaktoren aktiviert, welche 
zur Expression von proinflammatorischen Genen führen, wie u.a. NF-B, Hypoxie-
induzierbarer-Faktor-1 und signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3; 
Dirnagl et al., 1999; Wang et al., 2007). Bereits Stunden nach einer MCAO kommt es 
zu einer erheblichen Aktivierung und Akkumulation von Mikroglia in der ischämischen 
Hemisphäre (Campanella et al., 2002; Gelderblom et al., 2009; Wang et al., 2007). 
Stunden bis Tage nach einer ischämischen Läsion infiltrieren Leukozyten, wie zum 
Beispiel Makrophagen, dendritische Zellen und Lymphozyten aus dem Blut in das 
Gehirnparenchym (Campanella et al., 2002; Davies et al., 1998; Garcia et al., 1994; 
 14 
Einleitung 
Gelderblom et al., 2009; Jander et al., 1995). Adhäsionsmoleküle werden auf 
Endothelzellen der Gefäße im Gehirn exprimiert und bewirken das Anheften und 
Infiltrieren peripherer Leukozyten (Stoll et al., 1998; Wang et al., 2007). Aktivierte 
MMPs, Cyclooxygenase-2 (COX-2)und Gefäßendothel-Wachstumsfaktor (VEGF) 
bewirken innerhalb Stunden bis Tage nach Ischämie eine Disruption der BHS, welche 
die Passage von Plasmabestandteilen und peripheren Leukozyten in das Gehirn 
bewirkt. Die Inhibition von MMPs, VEGF und COX-2 kann sich Initial günstig auf den 
Krankheitsverlauf auswirken (Candelario-Jalil et al., 2007; Heo et al., 1999; Zhang et 
al., 2000). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass MMPs und VEGF zu späteren 
Zeitpunkten an Regenerations- und Revaskularisierungsprozessen im Gehirn beteiligt 
sind (Hermann and Zechariah, 2009).  
Nach einem ischämischen Infarkt ist die Konzentration und Expression 
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, IFN-,  IL-6 und Tumornekrosefaktor- (TNF- 
im Gehirn erhöht (Liesz et al., 2009a; Luheshi et al., 2011; Offner et al., 2005). 
Ebenfalls sind erhöhte Werte antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-10 und TGF-1, im 
Gehirn oder in der Zerebrospinalflüssigkeit nachweisbar (Offner et al., 2005; Tarkowski 
et al., 1997; Zhai et al., 1997). Chemokine spielen nach einem Schlaganfall ebenfalls 
eine wichtige Rolle, da diese bei der Migration von peripheren Leukozyten in das 
neuronale Parenchym eine wichtige Funktion haben. Chemokine haben 
chemotaktische Eigenschaften und können zur Öffnung der BHS nach einer Ischämie 
beitragen. Zahlreiche Chemokine, wie u.a. CCL5, Monozyten-chemoattraktives 
Protein-1 (MCP-1), Makrophagen-inflammatorisches Protein-1 (MIP-1 und 
Fraktalkin, werden nach einem ischämischen Infarkt im betroffenen Hirngewebe hoch 
reguliert (Offner et al., 2005; Pang et al., 2001; Tarozzo et al., 2002). 
1.3.2.1.1 Effekte der Immunantwort nach Ischämie 
Die akute Immunantwort nach einer Ischämie wird zum größten Teil als schädlich für 
das neuronale Gewebe angesehen und trägt erheblich zu einer sekundären 
Ausbreitung des Infarktgebiets bei. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass 
nach einer Depletion neutrophiler Granulozyten die Infarktvolumina erheblich 
vermindert waren (Connolly et al., 1996). In immundefizienten Mausstämmen, bei 
denen T- und B-Zellen fehlten, war die Infarktgröße stark reduziert (Hurn et al., 2007; 
Kleinschnitz et al., 2010). In der Rekombination-Aktvierungsgen-1 (RAG1)-/- Maus, 
einer Maus ohne adulte T- und B-Zellen, ist die verminderte Infarktgröße mit einem 
T-Zelltransfer, jedoch nicht mit einem B-Zelltransfer, umkehrbar (Kleinschnitz et al., 
2010; Shichita et al., 2009; Yilmaz et al., 2006). In Mäusen mit einer Gendefizienz für 
Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1, CD11b/CD18 oder P-Selektin ist die Infiltration von 
peripheren Leukozyten reduziert und es entwickeln sich kleinere Infarkte (Connolly et 
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al., 1996; Soriano et al., 1999). Ähnliche Effekte lassen sich bei einer Blockade von 
Adhäsionsmolekülen durch Antikörper beobachten (Becker et al., 2001; Relton et al., 
2001; Yenari et al., 1998).  
Der erste Effekt von T-Zellen nach einer Ischämie wird als eine unspezifische 
Immunreaktion angesehen (Kleinschnitz et al., 2010). T-Zellen können nach einer 
MCAO im Gehirn die proinflammatorischen Zytokine IFN- (Liesz et al., 2009a; Yilmaz 
et al., 2006) und IL-17 (Shichita et al., 2009) sekretieren, und somit möglicherweise zu 
einer sekundären Schädigung beitragen. Die frühe schädigende Antwort durch 
T-Zellen hängt nicht mit adaptiven Immunmechanismen, wie die Erkennung von 
Antigenen und Kostimulation, zusammen (Kleinschnitz et al., 2010). T-Zellen haben 
nach einem experimentellen Schlaganfall nicht nur schädigende Effekte. Tregs können 
über die Expression des IL-10, welches die Produktion von TNF- und IFN- 
antagonisiert,  zu einer Protektion des neuronalen Gewebes beitragen (Liesz et al., 
2009a). Das Zytokin IL-4, welches von Th2-Zellen exprimiert wird, scheint ebenfalls 
eine neuroprotektive Funktion nach transienter fokaler Ischämie zu haben (Xiong et al., 
2011).  
Die Auswirkung der immunreaktiven Mikroglia nach einem ischämischen Infarkt ist 
bislang noch weitgehend umstritten und wird in der Literatur kontrovers diskutiert 
(Nedergaard and Dirnagl, 2005; Wang et al., 2007). Die Aktivierung der Mikroglia führt 
zu einer Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel IL-1 und TNF-
 (Lambertsen et al., 2005; Luheshi et al., 2011), welche zu einer Neurodegeneration 
im Gehirn nach Schlaganfall beitragen (Rothwell and Luheshi, 2000). Mikroglia können 
nach einer Ischämie Toll-Like-Rezeptoren (TLR) hoch regulieren, was zu einer 
weiteren Aktivierung durch endogene Aktivatoren, wie Gefahr-assoziiertes molekulares 
Muster (DAMP), führen kann und zu einer Vergrößerung des Infarktgebiets führt 
(Bohacek et al., 2012; Lehnardt et al., 2007). Andererseits führte am Tag 7, folglich zu 
einem späten Zeitpunkt, nach MCAO der knockout des TLR2 zu einer reduzierten 
Aktivierung von Mikroglia und in Folge zu einem vergrößerten Infarkt (Bohacek et al., 
2012). Ebenfalls konnte nach einer MCAO die Sekretion von TGF- durch Mikroglia 
nachgewiesen werden, welches vermutlich an späten Zeitpunkten zur Neuroprotektion 
beiträgt (Pál et al., 2012).  
1.3.2.1.2 Systemische Immunantwort  
Neben dem lokalen Immungeschehen im Gehirn findet eine systemische 
Immundepression statt, welche zu einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber bakteriellen 
Infektionen führt (Prass et al., 2003). Möglicherweise stellt die systemische 
Immundepression eine adaptive Antwort dar, die das Gehirn vor schädigenden 
Immuneinflüssen schützen kann (Meisel et al., 2005; Neumann-Haefelin et al., 2000). 
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Andererseits kann eine, durch Bakterien ausgelöste, systemische Inflammation nach 
einer MCAO die Immunantwort gegenüber Gehirnantigene modulieren und zu einer 
verschlechterten funktionellen Erholung führen (Becker et al., 2005; Gee et al., 2007). 
Durch die Disruption der BHS nach einem ischämischen Infarkt werden Antigene aus 
dem Gehirn vermehrt in das Blut freigesetzt und können so vom Immunsystem in der 
Peripherie erkannt werden (Gee et al., 2007). In einer Studie konnte gezeigt werden, 
dass die mukosale Administration des Gehirnantigens MBP vor der MCAO eine TGF- 
vermittelte T-Zellantwort induziert und so bis zu ein Monat nach Ischämie zu einer 
verbesserten funktionellen Erholung führt (Gee et al., 2008). In einer Folgestudie 
konnte wiederum gezeigt werden, dass der zerebroprotektive Effekt drei Monate nach 
Ischämie sich von einer TGF- vermittelten T-Zellantwort zu einer gegen MBP 
gerichteten Th1-Antwort entwickeln kann (Gee et al., 2009).  
Nach MCAO findet in der Peripherie eine ausgeprägte Veränderung des 
Immunsystems statt. Schon 22 h nach einer experimentellen Ischämie kann eine 
erhöhte Expression proinflammatorischer Zytokine, Chemokine und 
C-C-Chemokinrezeptoren (CCR) in der Milz nachgewiesen werden (Offner et al., 
2005). Die Milz atrophiert und eine erhöhte Apoptose ist in der Milz nachweisbar und 
die Anzahl der B-Zellen nimmt in der Milz ab (Offner et al., 2006; Prass et al., 2003). 
Zusätzlich lassen sich vermehrt Makrophagen im Blut und Tregs in der Milz 
nachweisen (Offner et al., 2006). In Patienten mit ischämischen Schlaganfall wurden 
bis Tag 7 nach Infarkt erhöhte IL-6 Werte im Blut registriert (Emsley et al., 2003).  
1.4 Hypothese und Zielsetzung der Doktorarbeit 
Die Beteiligung Foxp3+ Tregs nach einer Verletzung des Gehirns an der 
Aufrechterhaltung einer Immuntoleranz gegenüber Gehirnantigenen ist bislang noch 
unzureichend erforscht. Die Verteilung und Funktion autoreaktiver Foxp3+ Tregs im 
Gehirn zu späten Zeitpunkten nach einer Verletzung ist noch weitgehend ungeklärt. In 
diesem Zusammenhang ist es interessant, ob eine axonale oder ischämische Läsion 
im Gehirn eine antigenspezifische Neubildung und Expansion von Foxp3+ Tregs 
bewirkt. Aus diesem Grund wurden für die Analysen die Tage 7, 14 und 30 nach einer 
Verletzung des Gehirns ausgewählt. Am Tag 30 nach ECL wurde nach der Induktion 
einer EAE ein abgeschwächter Krankheitsverlauf durch die Bildung einer 
Immuntoleranz beobachtet (Mutlu et al., 2006). Der kausale Zusammenhang zu Foxp3+ 
Tregs wurde jedoch nie demonstriert. 
Folgende Hypothese wurde in der vorliegenden Doktorarbeit aufgestellt: Foxp3+ Tregs 
haben nach einer Läsion im Gehirn eine wichtige Funktion bei der Toleranzentwicklung 
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gegenüber Gehirnantigenen und es findet eine antigenspezifische Induktion von 
T-Zellen statt, die zu einer Neubildung und Vermehrung von Foxp3+ Tregs führt.  
Zur Überprüfung der Hypothese wurden folgende Fragestellungen experimentell 
bearbeitet:  
1. Akkumulieren CD4+ T-Zellen, Foxp3+ Tregs und antigenpräsentierende Zellen 
an den Tagen 7, 14 und 30 nach ECL in dem lädierten Hirnareal? 
2. Akkumulieren CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs in der ischämischen 
Hemisphäre an den Tagen 7, 14 und 30 nach einer MCAO? Wie ist die 
Verteilung der CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs in den peripheren 
lymphatischen Organen? 
3. Werden CD4+ T-Zellen nach MCAO aktiviert? 
4. Findet nach MCAO eine Proliferation CD4+ T-Zellen und Tregs im Gehirn und in 
der Peripherie statt? 
5. Unterscheidet sich die Spezifität der CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs in der 
ischämischen Hemisphäre von den peripheren lymphatischen Organen? 
6. Ist die Anzahl CD4+ Zellen und Foxp3+ Tregs nach MCAO in lymphatischen 
Organen verändert? 
7. Findet nach MCAO im Gehirn und in der Peripherie eine de novo Induktion 
Foxp3+ Tregs statt? 
8. Welche antigenpräsentierenden Zellen akkumulieren in der ischämischen 
Hemisphäre 7, 14 und 30 Tage nach einer MCAO? Werden lokale Mikroglia zu 
diesen späten Zeitpunkten aktiviert?  
9. Werden nach MCAO im ischämischen Gehirn Zytokine, Chemokinrezeptoren 
und andere Moleküle der adaptiven Immunantwort exprimiert, die auf eine 
lokale Immunantwort, aktive Rekrutierung und Reaktivierung von T-Zellen 
hindeuten? 
10. Hat die Depletion CD25+ Tregs nach MCAO eine Wirkung auf 
Immunkompenenten im Gehirn und auf die späte Entwicklung der 
Läsionsvolumina und der Erholung im Gangverhalten? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Materialien für die Anwendung im Labor 
In Tabelle 1 sind alle gekauften Substanzen und Chemikalien für die Anwendung im 
Labor aufgelistet. Tabelle 2 enthält alle im Labor hergestellten Lösungen. In Tabelle 3 
sind sonstige Laborutensilien aufgelistet. In Tabelle 4 sind alle Kits, welche für die 
molekular- und zellbiologischen Methoden verwendet wurden, aufgelistet. 
Tabelle 1: Von Firmen erworbene Substanzen und Chemikalien nach Handelsname 
alphabetisch sortiert. 
Handelsname Hersteller, Firmensitz Artikelnr.
Ammoniumchlorid  Roth, Karlsruhe, DE P726 
Collagenase VIII Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA C2139 
-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis,MO,  USA M6250 
Natriumdihydrogen-phosphat Roth, Karlsruhe, DE 5075 
Dako Pen Dako, Glostrup, Denmark S2002 
Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat 
Roth, Karlsruhe, DE T877 
Dinatriumhydrogenphosphat-
Heptahydrat 
Roth, Karlsruhe, DE X987 
Easycoll (Dichte 1,124 g/ml) Biochrom AG, Berlin, DE L6143 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) 
Roth, Karlsruhe, DE 8040 
Einbettmedium (Tissue 
Freezing Medium) 
Leica, Nussloch, DE 02010892
6 
Ethanol 96% , vergällt (MEK) Herbeta Arzneimittel, Berlin, DE - 
Ethanol absolut, reinst Roth, Karlsruhe, DE 5054 
Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom AG, Berlin, DE S 0115 
Histopaque-1083 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 1083-1 
Immu-Mount Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 9990402 
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe, DE 6781 
Methanol (Rotipuran) Roth, Karlsruhe, DE 4627 
2-Methylbutan Roth, Karlsruhe, DE 3927 
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, DE 3957 
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe, DE 9356 
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, DE P018 
Normales Ziegenserum Vector Labs, Burlingame, CA, USA S-1000 
Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe, DE 0335 
PBS-Lösung mit Ca2+ und 
Mg2+ 
Biochrom AG, Berlin, DE L 1825 
RPMI 1640 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 21875-034
Trypan-Blau (0,4 %) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA T-8154 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA X-100 
Trisbase (Pufferan) Roth, Karlsruhe, DE AE15 
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Tabelle 2: Im Labor hergestellte Lösungen alphabetisch sortiert nach Bezeichnung. 
Bezeichnung  Zusammensetzung 
35 %ige 
Gradientenlösung 
35 %   (Dichte 1,047 g/ml) Easycoll in RPMI 1640  
70 %ige 
Gradientenlösung 
70 %  (Dichte 1,083 g/ml) Easycoll in RPMI 1640  
70 %iges Ethanol 
(vergällt) 
Aqua dest. mit 70 % vergälltes Ethanol 
70 %iges Ethanol 
(unvergällt) 
Aqua dest. (Typ II) mit 70% reinst Ethanol, für 
molekularbiologische Anwendungen 
Aqua dest. Deionisiertes und gefiltertes Leitungswasser durch Millipore 
Typ I mit Elix-5 5 Purifications System (Herstellerfirma 
Millipore aus  Billerica, MA, USA) 
Aqua dest. (Typ II) Aqua dest. weiter deionisiert und gefiltert mit Milli-Q 
Synthesis A 10 System für molekularbiologische 
Anwendungen (RNAse frei) 
Blocklösung 5 % 5 % Normal Goat Serum in PTX 0,2 %. 
Collagenase-Lsg. 1 mg/ml Collagenase VIII gelöst in PBS-Lösung mit Ca2+ und 
Mg2+ 




Aus dem „Foxp3 Staining Set“ von eBioscience: 1 Teil 
Konzentrat gemischt mit 3 Teilen Verdünner 
Lysis (RLT)-Puffer 0,14 M -Mercaptoethanol in RLT-Puffer aus dem „RNeasy 
Midi Kit“ 
MACS-Puffer 0,5% FKS in PBS mit 2 mM EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat 
NaCl-Lsg. 0,9 % 0,9 % Natriumchlorid gelöst in aqua dest. 
NaOH-Lsg. 0,1 M 4 g/l Natriumhydroxid in aqua dest. zur Herstellung 0,1 M 
Lsg. 
PB 0,1 M Aqua dest. mit 0,1 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 
und 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat 
PBS (1x, pH 7,4) 140 mM Natriumchlorid, 2,7 mM Kaliumchlorid, 10 mM 
Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat und 1,8 mM 
Kaliumdihydrogenphosphat gelöst in aqua dest. 
Permeabilisierungs-
Puffer 
Aus dem „Foxp3 Staining Set“ von eBioscience: 10x 
Permeabiliserungs-Puffer mit aqua dest. auf 1x runter 
verdünnt 
PFA 4 % 4% Paraformaldehyd in aqua dest. mit 0,1M NaOH-Lsg. bei 
60°C gelöst und auf pH 7,4 eingestellt 
PTX 0,2 % 0,2% Triton X-100 in PBS gelöst 
Sucrose-Lsg. (10 %, 
20 %, 30 %) 
PB 0,1 M  mit 10 %, 20 % oder 30 % D(+)-Saccharose 
Zelllysepuffer Kurz vor Verwendung: 1 Teil Ammoniumchlorid-Lsg. (0,16M 
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Tabelle 3: Sonstige Laborutensilien nach Bezeichnung alphabetisch sortiert. 





Für B Zellsortierung 
FACS-
Rundbodenröhrchen 
BD Biosciences, San José, CA, 
USA 
5 ml, Polystyrol 




MidiMACS Magnet Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
DE 
Magnet für CD4+ T-
Zellsortierung 
Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, DE Verschließbar, 
RNAse frei, 500 µl, 
1 ml und 2 ml 
Zentrifugenröhrchen BD Falcon, San José, CA, USA 15 ml und 50 ml, 
Polypropylen 
Zellsiebe BD Biosciences, San José, CA, 
USA 
70 µm 
Tabelle 4: Für molekular- und zellbiologische Methoden verwendete Kits. Nach 
Bezeichnung alphabetisch sortiert. 
Bezeichnung Hersteller, Firmensitz Artikelnr. Verwendung 













eBioscience, San Diego, 
CA, USA 
72-5775 Intrazelluläre 





Qiagen, Valencia, CA, 
USA 
205311 cDNA Herstellung 





Master Mix (2x) 
Applied Biosystems, 
Carlsbad, CA, USA 
4366072 TaqMan Real-Time 
PCR 
2.1.2 Labor- und Messgeräte 
Tabelle 5: Labor- und Messgeräte nach Bezeichnung alphabetisch sortiert. 
Bezeichnung Hersteller, Firmensitz Typ, Verwendung 




BD LSRII BD Biosciences, San José, CA, 
USA 
Durchflußzytometer 
Catwalk 7.1 Noldus, Wageningen, 
Niederlande 
Ganganalyse 
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg, DE Tischzentrifuge 





Material und Methoden 
Tabelle 5 (Fortsetzung) 
FACSCanto II BD Biosciences, San José, CA, 
USA 
Durchflußzytometer 
Frigocut 2800e Leica, Wetzlar, DE Kryostat, Mikrotom 
Leica TCS-SL Leica, Wetzlar, DE Konfokalmikroskop 




MS2 Minishaker IKA, Staufen, DE Vortexer 
NanoPhotometer Implen, München, DE Spektrophotometer, RNA-
Messung 




Eppendorf, Hamburg, DE cDNA Herstellung 
Zeiss LSM5 Exciter Carl Zeiss, Jena, DE Konfokalmikroskop 
2.1.3 Geräte, Substanzen und chirurgisches Werkzeug für in vivo 
Versuche  
In Tabelle 6 sind alle Geräte, Substanzen und chirurgisches Werkzeug, welche für die 
ECL, MCAO, Messungen am Magnetresonanztomographen (MRT) und 
Organentnahme verwendet wurden, aufgelistet. 
Tabelle 6: Geräte, Substanzen und chirurgisches Werkzeug für ECL, MCAO, MRT-






Autoclip Stoelting, Wood 




Autoclip Applier Stoelting, Wood 



















Softasept N MCAO, ECL 






Fellschere B Braun, 
Melsungen, DE 




spring scissor MCAO 
Isofluran Abbott, Abbott 
Park, IL, USA 
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10 mg/ml Ketamin und 
8% „Rompun solution 




Spatel Roth, Karlsruhe, 
DE 
150 mm, löffelförmig,  Organentnahme 
NaCl 0,9% injekt.  B Braun, 
Melsungen, DE 
Sterile Injektionslösung 





Melsungen, DE  
Gebogen, FD281R MCAO, ECL, 
Organentnahme 




















Tisch; Typ 861-862) 
MCAO 
Wärmekasten Peco Services, 
Cumbria, UK 
























Silikon Heraeus Kulzer, 
Wehrheim, DE 
Provil Novo Light 
(Base, Catalyst) 
MCAO 
Splitterpinzette B Braun, 
Melsungen, DE 
Gebogen, BD312 MCAO, ECL, 
Organentnahme 
Stereomikroskop Leica, Nussloch, 
DE 




Dale, IL, US 
2 mm breite Klinge an 
Halterung befestigt 
ECL 
Terylene-Faden Serag Wiessner, 
Naila, DE 
5-0, nicht resorbierbar MCAO 






2.1.4 Antikörper für Durchflusszytometrie 
Alle Antikörper sind monoklonal und reaktiv mit dem jeweiligen Antigen aus Maus. Die 
Antikörper sind mit einem Fluorochrom oder mit Biotin direkt konjugiert und wurden von 
BD Biosciences (San José, CA, USA), eBioscience (San Diego, CA, USA), Miltenyi 
Biotec (Bergisch Gladbach, DE) oder Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) erworben 
(Tabelle 7). 
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Tabelle 7: In der Durchflusszytometrie verwendete Antikörper nach Bezeichnung 








CD11b-APC Ratte, M1/70 BD Biosciences 5 µl/ml 
CD11b-APC-Cy7 Ratte, M1/70 BD Biosciences 5 µl/ml 
CD11c-FITC Hamster, HL3 BD Biosciences 10 µl/ml 
CD25-APC Ratte, PC61 Invitrogen 5 µl/ml 
CD25-APC Ratte, 7D4 Miltenyi Biotec 50 µl/ml 
CD4-Alexa 700 Ratte, RM4-5 BD Biosciences 5 µl/ml 
CD4-V500 Ratte, RM4-5 BD Biosciences 5 µl/ml 
CD45-PE-Cy7 Ratte, 30-F11 BD Biosciences 10 µl/ml 
CD45R/B220-PE Ratte, RA3-6B2 BD Biosciences 10 µl/ml 
CD45RB-PE Ratte, 16A BD Biosciences 10 µl/ml 
CD8a-Pacific Blue  Ratte, 53-6.7 BD Biosciences 5 µl/ml 
Foxp3-PE Ratte, FJK-16a eBioscience 10 µl/ml 
Ki-67-FITC Maus, B56 BD Biosciences 125 µl/ml 
MHCII (I-A/I-E)-PE Ratte, 
M5/114.15.2 
BD Biosciences 10 µl/ml 
TCRBiotin Hamster, H57-
597 
BD Biosciences 10 µl/ml 
V8.1/8.2 TCR-Biotin Maus, MR5-2 BD Biosciences 5 µl/ml 
V11 TCR-PE Ratte, RR3-15 BD Biosciences 5 µl/ml 
Gegen Biotin:    
Streptavidin-PerCP - BD Biosciences 5 µl/ml 
Block Fc-Rezeptor:    
CD16/CD32, 
purifiziert 
Ratte, 2.4G2 BD Biosciences 10 µl/ml 
2.1.5 Antikörper für Immunhistochemie 
Primärantikörper, Sekundärantikörper und Marker sind in Tabelle 8 und Tabelle 9 
aufgelistet. Die Antikörper und Marker wurden von Abcam (Cambridge, UK), BD 
Biosciences (San José, CA, USA), Dako (Glostrup, Denmark), eBioscience (San 
Diego, CA, USA), Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) oder Wako (Wako Chemicals, 
Osaka, Japan) erworben. 
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2.1.5.1 Primärantikörper 
Tabelle 8: In der Immunhistochemie verwendete Primärantikörper nach Bezeichnung 









CD11c Biotin Hamster, N418 eBioscience, 13-0114-
81 
1,3 µl/ml 
CD4 Ratte, RM4-5 BD Biosciences, 
553043 
4 µl/ml 
GFP Huhn, polyklonal Abcam, ab13970 1 µl/ml 
GFP Kaninchen, 
polyklonal 
Abcam, ab6556 0,4 µl/ml 
Iba1 Kaninchen, 
polyklonal 






MHC II  
(I-A/I-E) 
Ratte, M5/144.15.2 eBioscience, 14-5321-
81 
3,3 µl/ml 
2.1.5.2 Sekundärantikörper, Streptavidin und DAPI 
Tabelle 9: In der Immunhistochemie  verwendete Sekundärantikörper und Marker nach 










DAPI - Roche, 10236276001 0,5 µg/ml 
Huhn IgY, Alexa Fluor 
633 
Ziege Invitrogen, 21103 2 µl/ml 
Huhn IgY, FITC Ziege Abcam, ab7114 2 µl/ml 
Kaninchen IgG, Alexa 
Fluor 488 
Ziege Invitrogen, 11008 2 µl/ml 
Kaninchen IgG, Alexa 
Fluor 568 
Ziege Invitrogen, 11036 4 µl/ml 
Ratte IgG, Alexa Fluor 
568 
Ziege Invitrogen, 11077 1 µl/ml 
Ratte IgG, Alexa Fluor 
633 
Ziege Invitrogen, 21094 2 µl/ml 
Streptavidin - Alexa 
Fluor 568 
- Sigma Aldrich, S-11226 0,1 µl/ml 
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2.1.6 Programme 
Tabelle 10: Alle Programme sind nach Bezeichnung alphabetisch sortiert. 
Bezeichnung Hersteller, Firmensitz Verwendung 
ABI Prism Sequence 
Detection Software 
Version 1.6 
Applied Biosystems, Carlsbad, 
CA, USA 
Real-Time PCR Detektion 
und Analyse 
Analyze Version 5 AnalyzeDirect, Lenexa, USA Analysesoftware zur 
Infarktvolumetrie 
Bruker Paravision 
Software Version 4 
Bruker BioSpin, Ettlingen, DE Messung am MRT 
Catwalk Version 7.1 Noldus, Wageningen, 
Niederlande 
Ganganalyse 
FACSDiva Version 6 BD Biosciences, San José, CA, 
USA 








GraphPad-Prism, La Jolla, CA, 
USA 
Statistische Auswertung 
SPSS Version 15.0.1 SPSS inc., Chicago, IL, USA Statistische Auswertung 
2.2 Methoden 
2.2.1 Mausstämme und Tierhaltung 
Foxp3EGFP Reportermäuse mit C57BL/6J Hintergrund wurden von B. Malissen zur 
Verfügung gestellt (Wang et al., 2008). RAG1-/- Mäuse mit Hintergrundstamm C57BL/6J 
und C57BL/6J Wildtyp-Mäuse wurden von The Jackson Laboratory (Bar Habor, ME, 
USA) erworben. TCR transgene C57BL/6-Tg(Tcra2D2, Tcrb2D2)1Kuch/J Mäuse, mit 
der Laborbezeichnung 2D2-Mäuse, wurden von The Jackson Laboratory erworben. 
Foxp3EGFP und 2D2-Mäuse wurden homozygot gekreuzt, um doppelt-transgene 
2D2.Foxp3EGFP Mäuse zu erhalten. Alle Mausstämme wurden unter spezifiziert 
pathogenfreien Bedingungen in den Tierställen der Charité – Universitätsmedizin Berlin 
gehalten. Alle Eingriffe an den Mäusen wurden nach dem in Deutschland geltenden 
Tierschutzgesetz (TierSchG) durchgeführt. Alle Tierversuche wurde von dem 
Landesamt für Gesundheit und Soziales (LAGeSo) in Berlin genehmigt. 
2.2.2 Operative Technik der entorhinalen Kortexläsion 
Für die entorhinale Kortexläsion (ECL) wurden 8–14 Wochen alte Foxp3EGFP 
Reportermäuse verwendet. Mit einer i.p. Injektion des Ketamin/Rompun-Gemisches 
(10 µl/g Körpergewicht) wurden die Mäuse anästhesiert und anschließend in dem 
stereotaktischen Kopfhalter fixiert. Zunächst erfolgte ein feiner Fellschnitt über der 
Sagittalnaht der Schädeldecke. Ein Messer mit einer 2 mm breiten, nach unten 
gerichteten Klinge, welches an der Halterung des Stereotakten befestigt war, wurde mit 
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der unteren Kante längs an der Lambdanaht und mit der äußeren rechten Kante an der 
linken Seite der Sagittalnaht ausgerichtet. Von diesem Punkt aus wurden die 
Läsionskoordinaten eingestellt, indem das Messer 0,4 mm rostral und 1,8 mm lateral 
nach links bewegt wurde. Anschließend wurde mit einer chirurgischen Knochenfräse 
der Schädelknochen entlang der Läsionskoordinaten aufgebohrt. Danach wurde das 
Messer vertikal durch die entorhinale Kortex hindurch bis zum Grund des Schädels 
geführt, das Messer entnommen und die Fellöffnung mit einem Autoclip verschlossen. 
Für die Kontrollgruppe wurden alle Schritte, bis auf die Öffnung des Schädelknochens 
und dem Setzen der Läsion, durchgeführt. 
2.2.3 Operative Technik zum Verschluss der mittleren Gehirnarterie 
Das Fadenmodel zur Induktion einer fokalen Ischämie in der Maus wurde aus dem 
Labor von Dr. Ulrike M. Steckelings im Center for Cardiovascular Research (CCR) in 
Berlin übernommen. Arbeiten mit dieser speziellen Methodik sind bereits mit einem 
äquivalenten Rattenmodel in Schmerbach et al. (2008) veröffentlicht. Für die MCAO 
wurden Mäuse im Alter von 8–14 Wochen verwendet. Zur Einleitung der Anästhesie 
wurde den Mäusen 4 % (v/v) Isofluran/Sauerstoffgemisch und während der Operation 
1,5 % bis 2 % (v/v) Isofluran/Sauerstoffgemisch mit einem Inhalationsverdampfer 
zugeführt. Die Operation fand auf einem beheizbaren OP-Tisch statt. Mit dem Heating 
Controller wurde die Körpertemperatur der Maus während der Operation zwischen 
36 °C und 37 °C gehalten. Nach der Rasur und Desinfektion des Halsbereiches wurde 
ein feiner Fellschnitt über dem Speicheldrüsengewebe im linken Halsbereich 
durchgeführt (Abb. 4A). Das Bindegewebe wurde vorsichtig mit Mikroknüpfpinzetten 
zur Seite gezogen, um die linke Arteria carotis communis freizulegen. Anschließend 
wurde eine Ligatur mit einem 5-0 Terylene-Faden um die Arteria carotis communis 
gesetzt. Eine weitere Ligatur wurde hinter der Bifurkation um die Arteria carotis externa 
gesetzt. Zunächst wurde zum Unterbinden des Blutstroms aus der Arteria carotis 
interna unter die Arteria carotis communis eine leicht geöffnete Pinzette gelegt. Die 
Arteria carotis communis wurde mit einer Gefäßschere geöffnet und ein mit Silikon 
beschichtetes und an der Spitze verdicktes 6-0 Nylonfilament eingeführt. Mithilfe der 
Mikroknüpfpinzette wurde dieses Nylonfilament in die Arteria carotis interna und weiter 
bis zur Arteria cerebri media geschoben (Abb. 4B). Mit einem einfachen Knoten wurde 
das beschichtete Nylonfilament kurz vor der Bifurkation fixiert, um einen transienten 
Verschluss der linken Arteria cerebri media zu gewährleisten. Die Fellöffnung wurde 
anschließend mit einem einfachen Knoten zusammengenäht und die Maus in einen 
Wärmekasten mit 30 °C Lufttemperatur gelegt, um die Körpertemperatur nicht unter 
36 °C sinken zu lassen. Nach 30 min wurde das beschichtete Nylonfilament aus dem 
Gefäß entfernt, die Fellöffnung mit einem Faden zugenäht und die Wundstelle mit 
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Xylocaingel 2 % anästhesiert. In der Sham-Kontrollgruppe wurde das beschichtete 
Nylonfilament bis zur Arteria cerebri media geschoben, jedoch sofort wieder entfernt, 
damit keine fokale Ischämie entsteht.  
 
Abb. 4: Verschluss der mittleren Gehirnarterie. (A) Schematische Zeichnung der, 
auf dem OP-Tisch liegenden, Maus mit Ventralansicht. Zum Freilegen der Arteria 
carotis communis wurde ein Fellschnitt (gestrichelte Linie) im Halsbereich 
vorgenommen. (B) Schematische Zeichnung der Vaskulatur und des Gehirns mit 
Ventralansicht. Nachdem in der Arteria carotis communis ein kleiner Gefäßschnitt 
vorgenommen wurde, wurde das Nylonfilament eingeführt und bis zur Arteria cerebri 
media geschoben, um einen transienten Verschluss des Gefäßes zu gewährleisten. 
2.2.4 Magnetresonanztomographie zur Analyse des Läsionsvolumens 
Am Tag 4–6 nach MCAO wurden die Gehirne der Mäuse am 
Magnetresonanztomographen (MRT) bildlich dargestellt. Die Messungen wurden an 
einem 7-Tesla Scanner für Nagetiere (Pharmascan 70/16) mit der Bruker Paravision 
Software Version 4 durchgeführt. Die Narkose wurde mit 4 % (v/v) 
Isofluran/Sauerstoffgemisch eingeleitet und mit 1,5–2 % (v/v) 
Isofluran/Sauerstoffgemisch während der Messung aufrecht gehalten. Die 
Atemfrequenz wurde mit einem Monitoring-System überwacht. Die Körpertemperatur 
der Mäuse wurde durch eine Wärmematte konstant bei 36–37 °C gehalten. Zur 
bildlichen Darstellung der Mäusegehirne wurde eine 2D Turbo Spin-Echo-Sequenz mit 
T2-Gewichtung (mit TR = 4200 ms und TE = 36 ms) verwendet.  Zwischen dem 
olfaktorischem Bulbus und dem Kleinhirn wurden von rostral nach caudal 20 koronare 
Schnitte mit einer Schnittdicke von jeweils 0,5 mm, einem Sichtfenster mit 2,85 x 
2,85 cm und einer Matrix mit 256 x 256 Pixel aufgenommen.  
2.2.4.1 Berechnung des Läsionsvolumens 
Innerhalb kurzer Zeit nach MCAO kommt es durch den Zusammenbruch der BHS zu 
einer Ödembildung in der ischämischen Hemisphäre (Neumann-Haefelin et al., 2000). 
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Das Ödem wird durch einen Wassereinfluss verursacht, welcher am T2-gewichteten 
MRT als hyperintenser (weißer) Bereich sichtbar ist (Abb. 5). Die Abmessung und 
Berechnung der Läsionsvolumina in den 20 koronaren Schnitten erfolgte mit dem 
Programm Analyze. Zusätzlich wurden mit dem Programm die Volumina der ganzen 
ipsilateralen und kontralateralen Hemisphären bestimmt. Die Wassereinlagerung in der 
ischämischen Hemisphäre führt ipsilateral zu einer Expansion und im gleichen Maße 
zu einer Kompression der kontralateralen Hemisphäre (Gerriets et al., 2004). Um von 
dem Läsionsvolumen mit Ödem auf das tatsächliche Volumen des lädierten 
Hirngewebes schließen zu können wurde zunächst ein Kompressionsfaktor F ermittelt 
(Gerriets et al., 2004; Loubinoux et al., 1997): 
F=(HVi+HVc)/2
HVc  
HVi steht für das Volumen der ipsilateralen und HVc für das Volumen der 
kontralateralen Hemisphäre. Von dem Volumen der ipsilateralen und der 
kontralateralen Hemisphäre wurde das Volumen des unkorrigierten Läsionsvolumen 
(LVu), also Läsion mit Ödem, abgezogen und mit dem Kompressionsfaktor F 
multipliziert, um zunächst das tatsächliche Volumen des intakten Gewebes zu 
berechnen. Das korrigierte Läsionsvolumen (LVk) wurde indirekt ermittelt, indem das 
Volumen des intakten Gewebes von dem Volumen der gesamten ipsilateralen und 
kontralateralen Hemisphäre abgezogen wurde (Gerriets et al., 2004): 
LVk=HVi+HVc−(HVc+HVi−LVu)⋅F  
Die Ausschlusskriterien nach der Messung am MRT waren: a) Läsionsvolumen 
<15 mm3 und b) fehlender Infarkt oder ausschließlich subkortikaler Infarkt.  
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Abb. 5: Bildliche Darstellung der post-ischämischen Gehirne am MRT mit T2-
Gewichtung. Exemplarische Darstellung eines Gehirns am Tag 5 nach MCAO. 20 
koronare Schnitte mit Schnittdicke 0,5 mm wurden von rostral nach caudal (1–20) 
aufgenommen. Die Wassereinlagerung in der Läsion ist als hyperintenser (weißer) 
Bereich zu sehen. 
2.2.5 Zelltransfer in RAG1-/- Mäuse 
Natürliche Foxp3+ Tregs entstehen während der frühen Entwicklung eines Individuums 
im Thymus aus unreifen CD4+/CD8- Thymozyten. Induzierbare Foxp3+ Tregs können 
unter bestimmten Bedingungen aus naiven CD4+ T-Zellen außerhalb des Thymus 
entstehen (Abb. 1; Sakaguchi et al., 2008). Zum Nachweis einer de novo Induktion 
Foxp3EGFP+ Tregs nach MCAO wurden naive CD4+/CD45RBhigh ohne Foxp3EGFP+ 
Tregs sortiert und i.v. in RAG1-/- Mäuse transferiert. RAG1 Genprodukte sind 
erforderlich für die Rekombination der V(D)J-Segmente von T- und B-Zellrezeptoren. 
Durch eine Mutation im RAG1 Gen entwickelt die RAG1-/- Maus schon während des 
frühen Entwicklungsstadiums keine adulten T- und B-Zellen. (Mombaerts et al., 1992). 
Aus diesem Grund konnten am Tag 14 nach MCAO die lymphatischen Organe und 
Gehirnproben mit dem Durchflußzytometer auf de novo generierte Foxp3EGFP+ Tregs 
hin überprüft werden. Hierfür wurden zwei Versuchsansätze durchgeführt. Im ersten 
Versuchsansatz wurden die naiven CD4+/CD45RBhigh Zellen aus 2D2.Foxp3EGFP 
Mäusen isoliert und in RAG1-/- Mäuse transferiert (Abb. 6). Die T-Zellen der 
2D2.Foxp3EGFP Maus besitzen einen spezifischen TCR gegen MOG, ein Bestandteil 
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des Myelins (Bettelli et al., 2003). Zusätzlich wird in dieser Maus das Reporterprotein 
EGFP unter der Kontrolle des Foxp3 Promoters exprimiert (Wang et al., 2008). In 
diesem Versuchsansatz sollte festgestellt werden, ob es zu einer MOG-spezifischen de 
novo Induktion Foxp3EGFP+ Tregs kommt, da nach einer MCAO Gehirnantigene in die 
Peripherie freigesetzt werden. In dem zweiten Versuchsansatz wurden naive 
CD4+/CD45RBhigh Zellen aus Foxp3EGFP Reportermäusen isoliert und in RAG1-/- 
Mäuse transferiert. Zusätzlich wurden B-Zellen aus dem C57BL/6J Stamm isoliert und 
gleichzeitig mit den naiven CD4+/CD45RBhigh Zellen in die Empfängermaus transferiert 
(Abb. 6). In diesem Versuchsansatz enthielten die naiven CD4+/CD45RBhigh Zellen das 
normale Wildtyp TCR-Repertoire des C57BL/6J Hintergrundstammes. Gleichzeitig 
sollte durch das Transferieren der B-Zellen die B-Zellkomponente der adaptiven 
Immunantwort nach einer MCAO in der RAG1-/- Maus gewährleistet werden. 
 
Abb. 6: Versuchsübersicht für zwei Versuchsansätze zum Nachweis der de novo 
Induktion von Tregs nach einer MCAO. Im ersten Versuchsansatz wurden aus 
2D2.Foxp3EGFP Reportermäusen zunächst die Lymphozyten isoliert. Danach wurde 
aus den Lymphozyten, welche u.a. B Zellen (rot), naive CD4+/CD45RBhigh Zellen (gelb) 
und Foxp3EGFP+ Tregs (grün) enthielten, naive CD4+/CD45RBhigh Zellen isoliert und 
ein Tag vor der MCAO in RAG1-/- Mäuse i.v. injiziert. Im zweiten Versuchsansatz 
wurden aus C57BL/6J Mäuse Lymphozyten isoliert und die B-Zellen raussortiert. Aus 
Foxp3EGFP Reportermäusen wurden Lymphozyten entnommen und die naiven 
CD4+/CD45RBhigh Zellen isoliert. Die B-Zellen und naiven CD4+/CD45RBhigh wurden ein 
Tag vor der MCAO in Rag1-/- Mäuse i.v. injiziert. 
2.2.5.1 Organentnahme und Verarbeitung 
Die 2D2.Foxp3EGFP oder Foxp3EGFP Reportermäuse wurden durch zervikale 
Dislokation getötet. Nach Öffnung des Bauchfells und der Peritoneums wurden 
zervikale, axilläre, inguinale und iliakale LK und Milz entnommen und in 
Zentrifugenröhrchen mit RPMI 1640 überführt. Die LK und die Milzen wurden durch 
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70 µm Zellsiebe unter Nachspülen von RPMI 1640 mechanisch dissoziiert. Die 
Zellsuspensionen wurden anschließend bei 300 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert und 
die Überstande abgekippt. Das Zellpellet der LK wurde mit 10 ml MACS-Puffer 
suspendiert. Die Zellen wurden mit der Zählkammer gezählt und anschließend bei 4 °C 
aufbewahrt. Das Zellpellet der Milzen wurde mit 5 ml Zelllysepuffer pro Milz mit dem 
Vortexer gemischt und für 5 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurden die 
50 ml Zentrifugenröhrchen zum Abstoppen der Lysereaktion mit RPMI 1640 aufgefüllt. 
Die Milzproben wurden für 5 min bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen, die Milzzellen in 10 ml MACS-Puffer je Zentrifugenröhrchen 
suspendiert und mit der Zählkammer die Zellzahl bestimmt.  
2.2.5.2 Sortierung naiver CD4+ T-Zellen und Ausschluss Foxp3EGFP+ 
Tregs 
Im nächsten Schritt wurden durch negative Selektion mit dem „CD4+ T Cell Isolation 
Kit“ von Miltenyi die CD4+ T-Zellen aus den Zellsuspensionen über magnetisierte 
LS-Säulen isoliert. In diesem Verfahren werden Immunzellen der Zellsuspension, 
welche zuvor mit biotinylierten Antikörpern und mit anti-Biotin-Microbeads markiert 
wurden, über eine magnetisierte LS-Säule von den CD4+ T-Zellen getrennt. Für die 
Markierung wurden die  Zellsuspensionen aus den LK und Milzen zunächst so 
aufgeteilt, dass sich maximal 1,4x108 Zellen in einer Probe befinden, um somit ein 
Überladen der LS-Säulen zu verhindern. Die Zellsuspensionen wurden bei 300 x g 
(4 °C, 5 min) zentrifugiert und der Überstand mit einer Pipette vollständig entnommen. 
Die Zellen wurden in 40 µl MACS-Puffer je 1x107 Zellen resuspendiert und 
anschließend wurden 10 µl des Biotin-Antikörper-Cocktails je 1x107 Zellen hinzu 
gegeben und mit dem Vortexer gemischt. Nach 10 min Inkubation bei 4 °C wurden 
30 µl MACS-Puffer und 20 µl anti-Biotin-Microbeads je 1x107 Zellen hinzugefügt und 
gemischt. Zum Waschen wurde nach 15 min Inkubation bei 4 °C das 10-fache der 
Reaktionslösung an MACS-Puffer hinzugefügt und bei 300 x g für 10 min und 4 °C 
zentrifugiert. Anschließend wurden 500 µl MACS-Puffer hinzugefügt und mit dem 
Vortexer gemischt. Die LS-Säule wurde im Magneten eingespannt und mit 3 ml MACS-
Puffer gewaschen. Die Zellen wurden auf die LS-Säule gegeben und die LS-Säule 
wurde in 4 Schritten mit je 3 ml MACS-Puffer gewaschen. Der Durchfluss wurde in 
50 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt und mit der Zählkammer gezählt. Für die 
Analyse der Reinheit CD4+ T-Zellen in dem Durchfluss wurde ein kleiner Teil der Zellen 
für 15 min bei 4 °C mit anti-CD4-V500 (Konzentration 5 µg/ml) inkubiert, mit 1 ml 
FACS-Puffer gewaschen und am FACSCanto II gemessen. Der prozentuale Anteil 
CD4+ T-Zellen in der Lebendzellpopulation war stets über 90 % (Abb. 7A). Der restliche 
Durchfluss wurde bei 300 x g (4 °C, 5 min) zentrifugiert, der Überstand verworfen, mit 
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FACS-Puffer suspendiert und in FACS-Rundbodenröhrchen überführt. Die Zellen 
wurden für 15 min und bei 4 °C mit anti-CD45RB-PE (Verdünnung 1:100) inkubiert und 
mit FACS-Puffer bei 300 x g (4 °C, 5 min) zentrifugiert. Die mit CD45RB-PE markierten 
Zellen wurden an einem FACSAria von BD Biosciences in der Core-Facility des DRFZ 
in Berlin sortiert. Zunächst wurden Dubletten in Dotplots mit Seitwärtsstreulicht-Weite 
(SSC-W) vs. Seitwärtsstreulicht-Höhe (SSC-H) und Vorwärtsstreulicht-Weite (FSC-W) 
vs. Vorwärtsstreulicht-Höhe (FSC-H) ausgeschlossen. Im nächsten Schritt wurde im 
Dotplot Foxp3EGFP vs. CD45RB-PE dargestellt. Es wurden die Foxp3EGFP-
/CD45RBhigh Zellen für die weitere Verwendung in neue FACS-Rundbodenröhrchen 
sortiert. Anschließend wurde die Reinheit der Foxp3EGFP-/CD45RBhigh Zellen in den 
sortierten Zellen mit dem FACSAria bestimmt. Der prozentuale Anteil Foxp3EGFP-
/CD45RBhigh Zellen lag über 99 % und der prozentuale Anteil Foxp3EGFP+ Zellen lag 
unter 0,035 % (Abb. 7B).  
 
Abb. 7: Analyse am Durchflusszytometer zur Sortierung naiver CD4+ T-Zellen 
und Ausschluss Foxp3EGFP+ Tregs. (A) Die CD4+ T-Zellen wurden durch negative 
Selektion und Sortierung über magnetisierte LS-Säulen gewonnen. Die Reinheit der 
CD4+ T-Zellen lag nach Sortierung über 90 %. (B) Die über LS-Säulen gewonnenen 
CD4+ T-Zellen wurden anschließend am FACSAria weiter sortiert. Im Foxp3EGFP vs. 
CD45RB PE Dotplot wurden Foxp3EGFP+ Tregs (P4) ausgeschlossen und FoxpEGFP-
/CD45RBhigh Zellen (P3) für den adoptiven Zelltransfer gewonnen. Die Reinheit der 
Foxp3EGFP-/CD45RB+ Zellpopulation lag nach der Sortierung über 99 %. In der 
Zellsuspension waren unter 0,035 % der Zellen FoxpEGFP+ Tregs. 
2.2.5.3 Sortierung CD45R/B220+ B Zellen 
Für die negative Selektion der B-Zellen wurde das „EasySep mouse B cell enrichment 
kit“ von Stemcell-Technologies verwendet. In diesem Verfahren werden Immunzellen 
im ersten Reaktionsschritt mit biotinylierten Antikörpern, dem Biotin-Selektions-Cocktail 
markiert und den Magnetpartikeln markiert. Die markierten Zellen werden durch einen 
Magneten von den unmarkierten Zellen, mit einem hohen B-Zellanteil, getrennt. 
Aus C57BL/6J Mäusen wurden zunächst Milzen, wie in Kapitel 2.2.5.1 beschrieben, 
entnommen, mechanisch dissoziiert und mit Zelllysepuffer inkubiert. Die fertigen 
Zellsuspensionen aus den Milzen wurden gezählt und dann bei 300 x g (4 °C, 5 min) 
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zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Die Zellen wurden mit 1x108 Zellen pro ml 
FACS-Puffer, 5 % normales Rattenserum enthaltend, suspendiert. Es wurden 50 µl 
des Antikörper-Cocktails pro ml Zellsuspension hinzugefügt und mit dem Vortexer 
gemischt. Nach einer Inkubation für 15 min bei 4 °C wurden 100 µl Biotin-Selektions-
Cocktail pro ml Zellsuspension hinzugefügt, gemischt und für 15 min bei 4 °C inkubiert. 
Im dritten Reaktionsschritt wurden 100 µl der Magnetpartikel pro ml Zellsuspension 
hinzugefügt, gemischt und für 5 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit 
FACS-Puffer auf 2,5 ml aufgefüllt und in den EasySep Magneten gestellt. Nach 5 min 
wurde die Zellsuspension im Magneten in eine neues FACS-Rundbodenröhrchen 
gekippt. Zur Messung der Reinheit der B Zellen wurde ein kleiner Teil der abgekippten 
Zellsuspension mit anti-CD16/CD32 (Konzentration 10 µl/ml), zum Blockieren des 
Fc-Rezeptors, inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit anti-CD45R/B220-PE 
(Konzentration 10 µl/ml) für 15 min bei 4 °C inkubiert, bei 300 x g (4 °C, 5 min) 
gewaschen und am FACSCanto II gemessen. Der prozentuale Anteil der 
CD45R/B220+ B Zellen lag über 97 % (Abb. 8).  
 
Abb. 8: Analyse am Durchflusszytometer nach Sortierung CD45R/B220+ B-Zellen 
aus der Milz. Durch negative Selektion wurde aus isolierten Milzzellen CD45R/B220+ 
B- Zellen gewonnen. Die Reinheit der CD45R/B220+ B-Zellen lag nach der Sortierung 
über 97 %. 
2.2.5.4 Adoptiver Zelltransfer in RAG1-/- Mäuse 
Die FACS-Rundbodenröhrchen mit den CD4+/Foxp3EGFP-/CD45RBhigh Zellen, welche 
als naive CD4+ T-Zellen bezeichnet wurden, und den CD45R/B220+ B Zellen wurden 
bei 300 x g bei 4° C für 5 min zentrifugiert und der Überstand mit einer Pipette komplett 
entnommen. Den RAG1-/- Mäusen wurden jeweils 5x106 naive CD4+ T-Zellen und für 
den zweiten Versuchsansatz gleichzeitig 10x106 B Zellen in 200 µl steriler 0,9 %ige 
NaCl-Lsg. über die Schwanzvene injiziert. Die Injektion der Zellen erfolgte einen Tag 
vor der MCAO. Die Aufarbeitung der Organe und Färbung der Zellsuspensionen für die 
Durchflusszytometrie 14 Tage nach MCAO erfolgte wie in Kapitel 2.2.7.1 beschrieben. 
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2.2.6 Depletion CD25+ Tregs nach MCAO 
Das Ziel dieses Versuches war es den Einfluss CD25+ Tregs auf neurologische und 
funktionelle Endpunkte zu untersuchen. Hierfür wurde ein Antikörper gegen CD25, der 
-Kette des IL-2-Rezeptors, 3 und 14 Tage nach MCAO Foxp3EGFP Reportermäusen 
i.p. injiziert. Die Depletion der CD25+ Tregs wurde am Tag 9 und Tag 30 nach MCAO 
mit einer durchflusszytometrischen Blutzellanalyse überprüft. Zusätzlich wurden am 
Tag 30 nach MCAO Gehirnproben und lymphatische Organe durchflusszytometrisch 
analysiert, um die Depletion in der Peripherie und im Gehirn zu überprüfen und um 
mögliche Wechselwirkungen der CD25+ Tregs mit Immunzellen im Gehirn zu 
untersuchen. Zur Analyse des neurologischen Verlaufs wurde 14 und 27 Tage nach 
MCAO eine Ganganalyse durchgeführt und 3 und 27 Tage nach MCAO die 
Entwicklung der Infarktvolumina durch Messungen am MRT überprüft. Eine Übersicht 
des Versuchsablaufs ist in Abb. 9 zusammengefasst. 























Abb. 9: Übersicht des Versuchsablaufs zur Untersuchung der Funktionalität 
CD25+ Tregs nach MCAO. 
2.2.6.1 Injektion des Antikörpers anti-CD25 und des Isotyps IgG1 
Der Antikörper gegen CD25 wurde von eBioscience (San Diego, CA, USA) erworben. 
An den Tagen 3 und 14 nach MCAO wurde den Mäusen jeweils 250 µg des 
Antikörpers gegen CD25 i.p. injiziert. Der Kontrollgruppe wurde in gleicher Menge der 
entsprechende Isotyp von eBioscience injiziert. Die Produktdaten des erworbenen 
Antikörpers und des Isotyps sind in Tabelle 11 aufgeführt. 
Tabelle 11: Produktdaten des Antikörpers gegen CD25 und des Isotyps zur 
Untersuchung der Funktionalität CD25+ Tregs. 
Bezeichnung Klon Konzentration Artikelnr. 
Anti-Maus CD25 (aus Ratte) PC61 1 mg/ml 102031 
Ratten IgG1, Isotypkontrolle RTK2071 1 mg/ml 400427 
2.2.6.2 Zellanalyse mit dem Durchflusszytometer 
Am Tag 9 nach MCAO wurde den Mäusen mit einer Lanzette Blut aus der Vena facialis 
entnommen und in EDTA-Lsg. überführt und wie in Kapitel 2.2.7.3 beschrieben weiter 
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aufgearbeitet und am Durchflusszytometer analysiert. Am Tag 30 nach MCAO erfolgte 
die Aufarbeitung der Organe, Färbung und Messung wie in Kapitel 2.2.7 beschrieben. 
2.2.6.3 MRT zur Untersuchung der Läsionsvolumen 
Die Messungen am MRT erfolgten nach dem in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Verfahren. 
Die Auswertung der Läsionsvolumen am Tag 3 erfolgte über die Berechnung der 
korrigierten Läsionsvolumen, wie in Kapitel 2.2.4.1 erläutert. Am Tag 27 nach MCAO 
sind im T2-gewichtetem MRT defektes und vernarbtes Gewebe sichtbar (Abb. 10). 
Zusätzlich ist die ischämische Hemisphäre atrophisch und Zerebrospinalflüssigkeit füllt 
Teile des dadurch entstandenen Leerraums auf (Royl et al., 2009). Zur Bestimmung 
des finalen Infarktvolumens am Tag 27 wurden zunächst das Volumen des defekten 
und vernarbten Gewebes, sowie das Volumen der Leeräume von dem Volumen der 
gesamten ipsilateralen Hemisphäre abgezogen. Dann wurde von dem Volumen der 
gesamten kontralateralen Hemisphäre das zuvor bestimmte Volumen des gesunden 
Gewebes der ipsilateralen Hemisphäre abgezogen, um indirekt das Läsionsvolumen zu 
bestimmen (Abb. 10). 
Tag 3 Tag 27
 
Abb. 10: Bildliche Darstellung des Infarktgebiets mit T2-gewichtetem MRT 3 und 
27 Tage nach MCAO. Exemplarisch sind koronare Gehirnschnitte aus einer mit anti-
CD25 behandelten Maus dargestellt.  Am Tag 3 nach MCAO wurde die Läsion über die 
Wassereinlagerung mit dem MRT bildlich dargestellt und wie in Kapitel 2.2.4.1 
berechnet. Am Tag 27 nach MCAO ist im MRT defektes und vernarbtes Gewebe in der 
ischämischen Hemisphäre zu erkennen. Zusätzlich sind atrophische Bereiche gefüllt 
mit Zerebrospinalflüssigkeit als hyperintense (weiße) Bereiche abgebildet. Zunächst 
wurde das Volumen des defekten und vernarbten Gewebes und des atrophisierten 
Gewebes gemessen und von der gesamten ipsilateralen Hemisphäre abgezogen, 
welches anschließend von dem Volumen der gesamten kontralateralen Hemisphäre 
abgezogen wurde, um am Tag 27 das indirekte Läsionsvolumen zu berechnen. 
2.2.6.4 Ganganalyse  
Für die Ganganalyse wurde Catwalk 7.1, eine computergestützte und automatisierte 
Methode von Noldus, verwendet. Die Ganganalyse wurde wie in Hetze et al. (2012) 
beschrieben durchgeführt. In diesem System laufen die Mäuse über eine 1,3 m lange 
und mit LEDs von innen beleuchtete Glasplatte. Das Licht wird im Ruhezustand im 
Inneren der Glasplatte reflektiert. Bei Kontakt der Pfoten mit der Glasplatte kommt es 
zu einer Brechung des Lichts und die Pfoten erscheinen als helle Stellen auf der 
unteren Seite der Glasplatte. Je stärker der Kontakt der Pfote mit der Glasplatte ist, 
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desto heller erscheint der Pfotenabdruck. Die Maus wird während des Laufs von der 
unteren Seite mit einer Hochgeschwindigkeitskamera aufgenommen und am Computer 
mit dem Programm Catwalk Version 7.1 analysiert. Vor der Aufnahme wurde zweimal 
mit den Mäusen trainiert, wobei der Mäusekäfig als Köder am Ende des Laufstegs 
positioniert wurde. Die erste Messung zur Bestimmung der Grundlinie wurde zwei Tage 
vor der MCAO durchgeführt. Zur Untersuchung des neurologischen Verlaufs nach 
einer Depletion CD25+ Tregs wurde an den Tagen 14 und 27 nach MCAO Messungen 
durchgeführt. Für die Messung wurden jeweils drei vollständige Läufe aufgenommen, 
welche eine minimale Laufdauer von 0,5 s und eine maximale Laufdauer von 5 s 
haben durften. Zusätzlich wurden nur Läufe berücksichtigt, die eine maximale Varianz 
von 60 % in der Geschwindigkeit hatten. Zusätzlich wurden keine Läufe berücksichtigt, 
in denen sich die Mäuse umdrehten oder rückwärts liefen. Folgende Parameter, die 
nach einer MCAO beeinträchtigt sind, wurden ausgewertet (Hetze et al., 2012): 
1. Standzeit und maximale Kontaktfläche der beiden Vorder- und Hinterpfoten 
während des Laufs.   
2. Parameter zu den Positionen der Pfotenabdrücke, wie Regularitätsindex und 
Duty-Cycle. Der Regularitätsindex gibt Auskunft über die Gleichmäßigkeit der 
Schrittsequenz bezogen auf den gesamten Lauf in %. Der Duty-Cycle wird in % 
angegeben und ist ein Maß für die relative Standphase einer Pfote bezogen auf 
den Schrittzyklus. 
3. Parameter zum zeitlichen Zusammenhang zwischen den Pfoten während des 
Laufs, wie Phasendispersion und normalisierte Schrittgeschwindigkeit. 
Phasendispersion ist der zeitliche Verlauf des initialen Kontakts einer Pfote 
(zum Beispiel rechte Hinterpfote) im Verhältnis zum initialen Kontakt einer 
anderen Pfote als Referenz (zum Beispiel linke Vorderpfote) und wird in % 
angegeben. Bei einer unbehandelten Maus läge die Phasendispersion in 
diesem Fall bei 0 %, da die Pfoten sich normalerweise in der Diagonale 
synchron zueinander bewegen. Die normalisierte Schrittgeschwindigkeit wird in 
mm angegeben und ist die Schrittgeschwindigkeit während des gesamten Laufs 
bezogen auf eine einzelne Pfote multipliziert mit der gesamten Laufdauer. 
2.2.7 Durchflusszytometrie  
Für die deskriptive Analyse der Immunzellen in lymphatischen Organen und im Gehirn 
mit dem Durchflusszytometer wurden ECL und MCAO behandelte Mäuse mit der 
entsprechenden Sham-Kontrolle 7, 14 und 30 Tage nach dem chirurgischem Eingriff 
verarbeitet. Die hierfür verwendeten Antikörper und Mausstämme werden in Kapitel 
2.2.7.5 beschrieben. Zusätzlich wurde die Durchflusszytometrie für die in Kapitel 2.2.5 
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und Kapitel 2.2.6 beschriebenen Versuche verwendet. Die hierfür verwendeten 




Die Mäuse wurden durch i.p. Injektion des Ketamin/Rompun-Gemisches mit 10 µl/g 
Körpergewicht in tiefe Narkose gebracht, anschließend fixiert und das Fell und 
Peritoneum im Bauchbereich mit der Fellschere geöffnet. Das Diaphragma wurde 
entfernt und der Brustkorb seitlich aufgeschnitten, um das Herz freizulegen. Dann 
wurde die Perfusionspumpe über eine Kanüle mit der linken Herzkammer verbunden. 
Nach einem kleinen Schnitt in den rechten Vorhof wurden 30 µl Blut mit einer Pipette 
entnommen und in 500 µl EDTA-Lsg. (= 2 mM EDTA in PBS) überführt. Die Mäuse 
wurden dann mit 100 ml der 0,9 % NaCl-Lsg. für 15 min perfundiert, um das Blut aus 
dem Blutgefäßsystem zu entfernen. Nach der Perfusion wurden die oberflächlichen 
zervikalen LK, tiefen zervikalen LK, inguinalen LK und Milz in RPMI 1640 überführt. Die 
Schädeldecke wurde geöffnet und das Gehirn vollständig mit einem Spatel 
entnommen. Das Stammhirn und das Kleinhirn wurden entfernt. Nach ECL wurde das 
hintere Drittel des Gehirns mit einer Schere abgetrennt und in ipsilaterale Gehirnprobe 
mit Läsion und kontralaterale Gehirnprobe ohne Läsion aufgeteilt und in RPMI 1640 
überführt. Bei der Sham-Kontrolle wurde der äquivalente Gehirnbereich aus der 
ipsilateralen Gehirnhemisphäre in RPMI 1640 überführt. Nach MCAO wurde die 
komplette ipsilaterale Hemisphäre mit ischämischem Infarkt und die komplette 
kontralaterale Hemisphäre ohne ischämischen Infarkt getrennt und jeweils in RPMI 
1640 überführt. Bei der Sham-Kontrolle wurde die ipsilaterale Hemisphäre in RPMI 
1640 überführt. 
Zellgewinnung aus lymphatischen Organen 
Die lymphatischen Organe wurden mit einem Spritzenstempel durch 70 µm Zellsiebe 
gedrückt und mit RPMI 1640 gespült, um die Zellen mechanisch zu dissoziieren. Die 
Zellsuspensionen wurden bei 300 x g für 5 min zentrifugiert, der Überstand dekantiert 
und einmalig mit 20 ml FACS-Puffer bei 300 x g für 5 min gewaschen. 1-5 x 106 Zellen 
aus den LK wurden dann für die Antikörper-Färbung mit FACS-Puffer in FACS-
Rundbodenröhrchen überführt. Zur Lyse der Erythrozyten wurden die dissoziierten 
Milzzellen mit 5 ml Zelllysepuffer je Probe gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde das 50 ml Zentrifugenröhrchen mit RPMI 1640 
aufgefüllt, bei 300 x g für 5 min zentrifugiert und überschüssiges Medium abgekippt. 
Nach einem weiteren Waschschritt mit FACS-Puffer wurden 1-5 x 106  Milzzellen mit 
FACS-Puffer in FACS-Rundbodenröhrchen für die Antikörper-Färbung überführt. 
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2.2.7.3 Zellgewinnung aus Blut 
Das in EDTA-Lsg. gelöste Blut wurde mit 500 µl Histopaque-1083 unterschichtet und 
bei 500 x g und 4 °C für 20 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich die 
mononukleäre Zellen aus dem Blut in der Interphase, also zwischen der EDTA-Lsg. 
und dem Histopaque-1083. Die Erythrozyten befanden sich am Boden des 
Reaktionsgefäßes. Die Interphase wurde mit einer Pinzette in FACS-
Rundbodenröhrchen mit 2 ml FACS-Puffer überführt und bei 300 x g für 5 min 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen für die Antikörper-Färbung 
in FACS-Puffer suspendiert.  
2.2.7.4 Zellgewinnung aus Gehirnproben 
Die Gehirnproben wurden mit einem Skalpell zerkleinert und mit einem 
Spritzenstempel unter Spülen mit RPMI 1640 durch 70 µm Zellsiebe gedrückt. Die 
Zellsuspensionen wurden bei 300 x g für 5 min bei RT zentrifugiert, der Überstand 
abgekippt und das Zellpellet mit 5 ml 35 %iger Gradientenlösung suspendiert. In 15 ml 
Zentrifugenröhrchen wurde 4 ml der 70 %igen Gradientenlösung pipettiert und 
vorsichtig mit der 35 %igen Gradientenlösung überschichtet, so dass eine klare 
Phasengrenze zwischen beiden Gradientenlösungen sichtbar war. Die 
Gradientenlösungen wurden bei 600 x g für 30 min bei RT in einer Zentrifuge mit 
Schwenkrotor zentrifugiert. Die obere Phase mit Fettbestandteilen, Myelin und 
Zellresten wurde verworfen. Auf der Phasengrenze zwischen der unteren und der 
oberen Phase befanden sich mononukleäre Zellen, welche mit einer Pipette in 
Zentrifugenröhrchen überführt wurden (Abb. 11). Die Zentrifugenröhrchen wurden mit 
RPMI 1640 aufgefüllt und für 5 min bei 300 x g und RT zentrifugiert. Danach wurden 
die Zellen in FACS-Puffer suspendiert und erneut bei 300 x g gewaschen. Die 
kompletten Zellen wurden mit FACS-Puffer für die Antikörper-Färbung in FACS-
Rundbodenröhrchen überführt. 
 
Abb. 11: Auftrennung der Gehirnbestandteile über den Dichtegradienten. Die 
Gehirnproben wurden in 35 % Gradientenlösung suspendiert und auf 70 % 
Gradientenlösung in Zentrifugenröhrchen pipettiert. Die Fett-, Myelinbestandteile und 
Zellreste befanden sich nach der Zentrifugation auf der oberen Phase und wurden 
verworfen. Die mononukleären Zellen auf der Phasengrenze zur 70 % 
Gradientenlösung wurden entnommen und für die Durchflusszytometrie verwendet. 
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2.2.7.4.1 Collagenase VIII zur chemischen Dissoziation  
Collagenase VIII ist ein Enzym, welches für die chemische Dissoziation von Geweben 
verwendet wird, da es Kollagenstrukturen der extrazellulären Matrix und des 
Bindegewebes zersetzt. Neben der Collagenase enthält Collagenase VIII Proteasen, 
welche unspezifisch Kollagen und andere Proteinbestandteile zersetzen. Bei der 
Dissoziation der Gehirnproben wurde die Collagenase-Lsg. nur selektiv in Versuchen 
eingesetzt, da es einen Einfluss auf Epitope bei bestimmten Antikörperfärbungen 
haben kann. Collagenase VIII wurde bei der Isolation von Zellen aus ECL Gehirnen 
verwendet. Zusätzlich wurde Collagenase VIII bei MCAO Versuchen zur 
Charakterisierung von Mikroglia, Makrophagen und dendritischen Zellen und nach dem 
Transfer von T-Zellen in RAG1-/- Mäuse eingesetzt. Collagenase VIII wurde nicht 
eingesetzt bei den Versuchen mit MCAO zur Charakterisierung von T-Zellen und zur 
durchflusszytometrischen Analyse von Gehirnproben nach einer Depletion der CD25+ 
Tregs mit dem anti-CD25 Antikörper.  
Bei den Versuchen mit dem Einsatz der Collagenase VIII wurden zunächst die 
Gehirnproben mit dem Skalpell zerkleinert und nach der Zugabe von 10 ml RPMI bei 
300 x g und RT für 5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend 
wurde 1 ml der Collagenase-Lsg. zum Zentrifugenröhrchen mit der Gehirnprobe 
hinzugefügt, die Zellsuspension suspendiert und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach 
der Inkubationszeit wurden 10 ml RPMI 1640 hinzugefügt und wie oben beschrieben 
(s. Kapitel 2.2.7.4) über ein 70 µm Zellsieb mechanisch dissoziiert und mit dem 
Dichtegradienten bis zur Antikörper-Färbung verarbeitet.  
2.2.7.5 Allgemeines Protokoll zur Färbung der Oberflächenmarker 
Vor der Färbung wurde für jeden Versuch ein entsprechender Antikörper-Mix in 
separaten Reaktionsgefäßen angefertigt (Tabelle 12). Die Verdünnung der Antikörper 
in dem Antikörper-Mix wurde so angesetzt, dass während der Färbung im FACS-
Rundbodenröhrchen die jeweilige Konzentration (Tabelle 7) für die Färbereaktion 
vorliegt. Das Suspendieren der Zellen erfolgte stets mit dem Vortexer. Die 
Inkubationen mit den Antikörpern und Streptavidin erfolgten in einem Färbevolumen 
von 60 µl bis 100 µl und im Dunkeln. 
Zunächst wurde anti-CD16/CD32, zum Blockieren des Fc-Rezeptors, auf die Proben in 
der Verdünnung 10 µg/ml gegeben, suspendiert und für 5 min bei 4 °C inkubiert. 
Danach wurden die Proben mit FACS-Puffer gewaschen. Hierfür wurde 1 ml FACS-
Puffer auf die Proben gegeben und bei 300 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Der 
Überstand wurde anschließend abgekippt und der Antikörper-Mix auf die Proben 
geben, suspendiert und  für 20 min bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden erneut mit 
FACS-Puffer gewaschen. In einem zweiten Färbeschritt wurden die Proben mit 
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Streptavidin-PerCP für 15 min bei 4 °C inkubiert, falls ein biotinylierter Primärantikörper 
verwendet wurde. Danach wurden die Proben mit FACS-Puffer gewaschen. Für die 
Messung am Durchflusszytometer wurden die Proben aus Blut und Gehirn jeweils in 
100 µl FACS-Puffer suspendiert. Die Proben aus den LK und der Milz wurden für die 
Messung  in 200 µl FACS-Puffer suspendiert. 
Tabelle 12: Auflistung der Antikörper-Mixe und Mausstämme für Versuche in denen 
Messungen am Durchflusszytometer durchgeführt wurden. In der Tabelle sind die 
Zusammensetzung der unterschiedlichen Antikörper-Mixe und der jeweilige Verweis zu 







CD11b-APC-Cy7, CD25-APC (Klon 
PC61), CD4-Alexa 700, CD45-PE-
Cy7, CD8a-Pacific Blue, TCRBiotin. 
3.3.1 – 3.3.3 C57BL/6J CD11b-APC-Cy7, CD25-APC (Klon 
PC61), CD4-V500, CD45-PE-Cy7, 
CD8a-Pacific Blue, Foxp3-PE, Ki-67-
FITC, TCRBiotin. 
3.3.4 – 3.3.5 Foxp3EGFP 
Reportermaus 
CD11b-APC-Cy7, CD25-APC (Klon 
PC61), CD4-V500, CD45-PE-Cy7, 
CD8a-Pacific Blue, V8.1/8.2 TCR-
Biotin, V11 TCR-PE. 
3.6 C57BL/6J CD11b-APC, CD11c-FITC, CD45-PE-
Cy7, MHCII (I-A/I-E)-PE 





CD11b-APC-Cy7, CD25-APC (Klon 
PC61), CD4- V500, CD45-PE-Cy7, 




CD11b-APC-Cy7, CD25-APC (Klon 
7D4), CD4-V500, CD45-PE-Cy7, 
CD8a-Pacific Blue, TCRBiotin, 
MHCII (I-A/I-E)-PE 
2.2.7.6 Intrazelluläre Färbung gegen Foxp3 und Ki-67 
Für die intrazelluläre Färbung der Zellen mit anti-Foxp3 und anti-Ki67 wurden maximal 
1x106 Zellen eingesetzt. Hierfür wurden zunächst die Zellzahlen der einzelnen Proben 
mit der Zählkammer bestimmt. Nach der Markierung der Oberflächenproteine mit dem 
Antikörper-Mix wurde zu den Proben jeweils 600 µl Fixierungs/Permeabilisierungs-Lsg. 
gegeben und gemischt. Die Proben wurden für 1 h bei 4 °C inkubiert, dann bei 300 x g 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Auf die Proben wurden je 800 µl des 
Permeabilisierungs-Puffers gegeben und bei 300 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt 
wurde einmal wiederholt. Nach dem Waschen der Zellen wurde anti-CD16/CD32, zum 
Blockieren des Fc-Rezeptors, in der Konzentration 10 µl/ml auf die Proben gegeben 
und für 5 min bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurde anti-Foxp3 und anti-Ki-67 in den 
jeweiligen Konzentrationen auf die Zellen gegeben und für 30 min bei 4 °C inkubiert. 
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Abschließend wurden die Zellen zweimal mit dem Permeabilisierungs-Puffer bei 




Kontrollfärbungen für die Durchflusszytometrie 
Für jeden Marker wurden sog. Fluoreszenz-Minus-Eins (FMO)-Kontrollen angefertigt. 
In den FMO-Kontrollen wird jeweils ein Antikörper im Antikörper-Mix bei der Färbung 
ausgelassen. Somit ließ sich für jeden Marker die Negativpopulation definieren. 
Zusätzlich wurden für die Antikörper gegen Foxp3 und Ki-67 entsprechende 
Isotypkontrollen angefertigt. 
Messung am Durchflusszytometer 
Zu allen Antikörper-Mixen wurden separate Kompensationen am Durchflusszytometer 
vorgenommen. Diese erfolgten mit der Hilfe von Einzelfärbungen der BD 
Kompensations-Beads oder Lymphozyten aus LK. 
Die Messungen am Durchflusszytometer erfolgten am gleichen Tag nach der Färbung 
mit den Antikörpern. Bei Färbungen mit dem CD4-Alexa 700 Antikörper erfolgte die 
Messung am BD LSRII Durchflusszytometer, da dieses eine passende Filter-
Konfiguration für das Alexa 700 Fluorochrom besitzt. Bei Antikörper-Mixen mit 
CD4-V500 und ohne CD4 Färbung erfolgte die Messung am FACSCanto II. V500 ist 
ein neues, von BD entwickeltes Fluorochrom, welches durch den violetten Laser 
angeregt wird.  
Bei den Gehirnproben wurde die vollständige Probe am Durchflusszytometer 
gemessen, um die absolute Zellzahl nach Isolation ermitteln zu können.  
2.2.8 Immunhistochemie 
Aus 3–4 Foxp3EGFP Reportermäusen wurden je Gruppe an den Tagen 7, 14 und 30 
nach ECL und MCAO die Gehirne und Milzen für die Immunhistochemie aufgearbeitet. 
Organentnahme und Kryokonservierung 
Die Perfusion wurde wie in Kapitel 2.2.7.1 beschrieben durchgeführt. Nach der 
Perfusion mit 100 ml NaCl-Lsg. wurde die Maus mit weiteren 30 ml eiskaltem PFA 4 % 
für 5 min perfundiert. Dann wurde die Milz entnommen und in ein Zentrifugenröhrchen 
mit 5 ml eiskaltem PFA 4 % gegeben. Die Schädeldecke wurde mit der Fellschere 
geöffnet und das gesamte Gehirn mit einem löffelförmigen Spatel entnommen und 
ebenfalls in 5 ml eiskaltes PFA 4 % gegeben. Die Organe wurden über Nacht bei 4 °C 
im PFA 4 % gelassen. Anschließend wurden die Organe jeweils über Nacht bei 4 °C in 
10 %, 20 % und 30 % Sucrose-Lsg. gegeben. Nach der Sucrose-Reihe wurden die 
Organe kryokonserviert. Hierfür wurde zunächst 2-Methylbutan mit Trockeneis auf 
-60 °C herunter gekühlt. Anschließend wurden die Organe für 30 s in das 
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2-Methylbutan gegeben und danach auf Filterpapier gelegt, um das überschüssige 
2-Methylbutan zu entfernen. Die eingefrorenen Organe wurden bei -80 °C gelagert.  
2.2.8.2 Anfertigung der Kryoschnitte 
Aus den kompletten Gehirnen mit ECL wurden 12 µm dicke horizontale Schnitte 
angefertigt. Aus den kompletten Gehirnen mit MCAO wurden 12 µm dicke 
Frontalschnitte angefertigt. Von den Milzen wurden 12 µm dicke Querschnitte 
angefertigt. Die Organe wurden mit einem kleinen Tropfen Einbettmedium auf der 
Schneidevorrichtung des Kryostats befestigt. Die Organe wurden während des 
Schneidevorgangs auf Temperaturen zwischen -20 °C und -23 °C gebracht. Pro 
Objektträger mit Adhäsionsbeschichtung wurden von den Gehirnen 4–5 Schnitte und 
von den Milzen 3 Schnitte angefertigt. Die Kryoschnitte wurden bis zur Färbung bei 
-80 °C gelagert. 
2.2.8.3 Allgemeines immunhistochemisches Färbeprotokoll 
Die Schnitte wurden auf RT gebracht, an der Luft getrocknet und auf dem Objektträger 
mit dem Fettstift umrandet, um ein Zerlaufen der Reaktionslösungen zu verhindern. Die 
Schnitte wurden mit zweimal PBS gewaschen, für 15 min bei RT mit PTX 0,2 % 
permeabilisiert und anschließend mit 5 %iger Blocklösung für 45 min bei RT inkubiert, 
um unspezifische Bindestellen abzusättigen. Danach wurde die Färbung mit den 
Primärantikörpern und Sekundärantikörpern durchgeführt. Die Verdünnungen für die 
Färbereaktion sind in Tabelle 8 und Tabelle 9 aufgelistet. Die Inkubation zur Färbung 
mit Antikörpern fand bei 4 °C statt. Falls nicht anders beschrieben, fand die Färbung 
mit den Primär- und Sekundärantikörper in 5 %iger Blocklösung statt. Zwischen den 
einzelnen Färbeschritten wurden die Schnitte jeweils dreimal mit PTX 0,2 % 
gewaschen. Am Ende des Färbeprotokolls wurden die Schnitte mit DAPI für 10 min bei 
RT inkubiert, um die Nukleinsäure in Zellkernen zu markieren. Danach wurden die 
Schnitte einmal mit PTX 0,2 % und zweimal mit PBS gewaschen. Die gefärbten 
Schnitte wurden mit Immu-Mount eingedeckt und mit Deckgläsern versiegelt. Die 
Lagerung der gefärbten Schnitte erfolgte bei 4 °C.  
2.2.8.4 Färbeprotokoll mit Antikörpern gegen CD4 und GFP 
Gehirnschnitte und Milzen MCAO Mäusen wurden gegen CD4 und GFP gefärbt. Im 
ersten Färbeschritt wurden anti-CD4 aus Ratte und anti-GFP aus Kaninchen auf die 
Schnitte gegeben. Die Schnitte wurden über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach den 
Waschschritten mit PTX 0,2 % wurden die Schnitte mit anti-Ratte Alexa 568 und anti-
Kaninchen Alexa 488 für 4 h inkubiert. 
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Färbeprotokoll mit Antikörpern gegen GFP, MHCII und Iba1 
Die Färbung mit Antikörpern gegen GFP, MHCII und Iba1 wurde an Gehirn- und 
Milzschnitten aus ECL und MCAO Mäusen durchgeführt. 
Im ersten Färbschritt wurden die Schnitte mit anti-MHCII aus Ratte und anti-GFP aus 
Huhn über Nacht inkubiert. Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation mit anti-Ratte 
Alexa 633 und anti-Huhn FITC für 4 h. Die Schnitte wurden erneut gewaschen und mit 
anti-Iba1 aus Kaninchen über Nacht inkubiert. Im letzten Färbeschritt wurde anti-
Kaninchen für 4 h auf die Schnitte gegeben. 
Färbeprotokoll mit Antikörpern gegen GFP, MHCII und CD11c 
Die Färbung mit Antikörpern gegen GFP, MHCII und CD11c wurde an Gehirn- und 
Milzschnitten von MCAO Mäusen durchgeführt.  
Im ersten Färbeschritt wurde anti-MHCII aus Ratte zusammen mit anti-GFP aus Huhn 
auf die Schnitte gegeben und über Nacht inkubiert. Nach dem Waschen wurden anti-
Ratte Alexa 633 und anti-Huhn FITC für 4 h mit den Schnitten inkubiert. Der 
biotinylierte anti-CD11c wurde in PTX 0,2 %, also ohne Normales Ziegenserum, auf die 
Schnitte gegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach den Waschschritten erfolgte 
4 h Inkubation mit Streptavidin Alexa 568 in Blocklösung. 
Färbeprotokoll mit Antikörpern gegen GFP, CD4 und Laminin 
Die Färbung wurde an Gehirnschnitten von MCAO Mäusen durchgeführt. Zunächst 
wurde der Antikörper aus Huhn gegen Laminin in PTX 0,2 % auf die Schnitte gegeben 
und über Nacht inkubiert. Die Schnitte wurden gewaschen und  mit anti-Huhn Alexa 
633 für 4 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Färbung mit anti-CD4 aus Ratte und 
anti-GFP aus Kaninchen über Nacht. Nach den drei Waschschritten mit PTX 0,2 % 
wurden die Schnitte mit anti-Ratte Alexa 568 und anti-Kaninchen Alexa 488 in 
Blocklösung für 4 h inkubiert.  
Kontrollfärbungen 
Die Färbungen der Milzen dienten als Positivkontrolle für die Antikörper gegen GFP, 
CD4, MHCII, CD11c und Iba1. Die kontralateralen Hemisphären dienten als 
Negativkontrolle für die Antikörper gegen GFP, CD4, MHCII und CD11c. In den 
Negativkontrollen wurde bei keinem der Antiköper eine positive Reaktivität im 
Parenchym festgestellt. Durch das Weglassen der primären Antikörper während der 
Färbung wurde eine Kreuzreaktivität der sekundären Antikörper mit dem lädierten 
neuronalem Gewebe ausgeschlossen. Ratten IgG2bwurde als Isotypkontrolle für 
MHCII und biotinyliertes IgG aus armenischem Hamster als Isotypkontrolle für CD11c 
verwendet. Die Kontrollen zeigten keine positive Reaktivität mit dem Zielgewebe. 
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2.2.8.9 Mikroskopie 
Von den Gehirnschnitten wurden konfokale Aufnahmen am Leica TCS-SL und am 
Zeiss LSM5 Exciter angefertigt. Weißlichtaufnahmen der Gehirnschnitte wurden am 
Olympus BX 51 angefertigt.  
2.2.9 TaqMan Real-Time PCR 
Für die TaqMan Real-Time PCR wurde 7, 14 und 30 Tage nach MCAO und Sham-
Operation die Expression verschiedener Zielgene im Gehirn von C57BL/6J Mäusen 
untersucht. 
2.2.9.1 Organentnahme 
Die Mäuse wurden durch i.p. Injektion mit 10 µl/g Körpergewicht des Ketamin/Rompun-
Gemisches in tiefe Narkose gebracht. Anschließend wurden die Mäuse wie in Kapitel 
2.2.7.1 beschrieben mit 0,9 % NaCl-Lsg. perfundiert. Die Schädeldecke wurde geöffnet 
und das Gehirn entnommen. Das Kleinhirn und das Stammhirn wurden entfernt. Mit 
einer Schere wurden die ischämische Hemisphäre und die kontralaterale Hemisphäre 
getrennt und jeweils in Reaktionsgefäße überführt. Die geschlossenen 
Reaktionsgefäße mit den Hemisphären wurden zum Schockgefrieren in 
Flüssigstickstoff gegeben. Die Hemisphären wurden bis zur RNA-Isolation bei -80 °C 
gelagert.  
2.2.9.2 RNA-Isolation  
Für die RNA-Isolation aus den Gehirnhemisphären wurde das „RNeasy Midi Kit“ von 
Qiagen, einem säulenbasierten Extraktionsverfahren, verwendet. Das Gewicht der 
Hemisphären lag bei 145 mg. Zu der Gesamt-RNA gehören ribosomale RNA (rRNA), 
transfer-RNA (tRNA) und Boten-RNA (mRNA). Für die Isolierungsprozedur wurde nur 
RNAse freies Material (Lösungen, Reaktionsgefäße und Arbeitsplatz) verwendet. Es 
wurde strikt nach dem vorgegebenen Protokoll von Qiagen (Stand Juni 2001) 
vorgegangen. 
Die Hemisphären wurden zunächst in Zentrifugenröhrchen (15 ml) mit 4 ml des 
Lysispuffers (RLT-Puffer) gegeben und anschließend für 45 s mit dem Rotor-Stator 
homogenisiert. Das Lysat wurde bei 3000 x g für 10 min zentrifugiert und der 
Überstand in ein neues Zentrifugenröhrchen (15 ml) überführt. Es wurde 1 ml 70 %iges 
Ethanol hinzugefügt und die Probe durch Schütteln gemischt. Anschließend wurden die 
Proben nach den Angaben von Qiagen über die Säulen aufgereinigt. Zum Schluss 
wurde die RNA mit 500 µl aqua dest. (Typ II) in ein Reaktionsgefäß eluiert. RNA besitzt 
ein Absorbtionsmaximum bei 260 nm Wellenlänge und durch die Bestimmung der 
optischen Dichte mit dem Spektrophotometer lässt sich in der Form die Konzentration 
berechnen. Weiterhin wurde eine Verunreinigung der Proben durch Proteine mit einer 
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Absorptionsmessung bei 280 nm ausgeschlossen. Das Zahlenverhältnis der 
Messungen bei 260 nm und 280 nm (A260/280) sollte in Proben ohne Kontamination 
durch Proteine zwischen 1,9 und 2,1 liegen (Wilfinger et al., 1997).  
2.2.9.3 
2.2.9.4 
Herstellung der komplementären DNA 
Mit der reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde die RNA 
in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierfür wurde das „Quantitect Reverse 
Transcription Kit“ von Qiagen verwendet und nach dem Protokoll im Handbuch (Stand 
Januar 2009) vorgegangen. Für die Herstellung der cDNA wurden für jede Probe 2 µg 
RNA verwendet. Die Proben und Lösungen wurden stets auf Eis gelagert. Im ersten 
Schritt wurde die zu transkribierende RNA mit gDNA Wipeout Buffer von genomischer 
DNA befreit. Hierfür wurde zu 4 µl des gDNA Wipeout Buffer 2 µg RNA gegeben und 
auf ein Gesamtvolumen von 28 µl mit RNAse freies aqua dest. aufgefüllt. Die Proben 
wurden für 2 min bei 42 °C inkubiert und wieder auf Eis gestellt. Es wurde ein 
Mastermix aus reverser Transkriptase mit 2 µl/Probe, 5x RT Puffer (8 µl/Probe) und RT 
Primermix (2 µl/Probe) angefertigt und auf die RNA-Proben pipettiert. Zur Kontrolle 
wurde für jeden Versuchsdurchlauf ein Ansatz ohne reverse Transkriptase angefertigt. 
Die Inkubation erfolgte für 15 min bei 42 °C. Die reverse Transkriptase wurde mit 3 min 
bei 95 °C inaktiviert. Die Proben mit cDNA wurden bei -20 °C gelagert. 
TaqMan Real-Time PCR  
Für die Messung der transkribierten cDNA aus der mRNA der Zielgene wurde das 
Detektionssystem ABI Prism 7500 FAST von Applied Biosystems verwendet. Mit 
diesem Detektionssystem lässt sich durch die Zugabe einer definierten Menge 
spezifischer Primerpaare und Sonden zu den Proben die exponentielle Amplifikation 
der Zielsequenz in Echtzeit detektieren. Die Sonde besteht aus Oligonukleotiden mit  
einem Reporter-Farbstoff am 5’-Ende. An dem 3’-Ende der Sonde befindet sich eine 
Quencher, welcher fortwährend die Emission des Reporterfarbstoffs nach einer 
Anregung im 488 nm Wellenlängenbereich unterdrückt. Während der Hybridisierung 
lagern sich die Sonde und die Primer an spezifische Sequenzbereiche des Zielgens 
an. Während der Elongationsphase wird das PCR-Produkt synthetisiert und es kommt 
zeitgleich zu einer Verdrängung der Sonde durch die Taq-Polymerase. Daraus 
resultiert eine Veränderung der Sekundärstruktur der Sonde, was wiederum zu einer 
Aktivierung der AmpliTaq DNA Polymerase führt und dies wiederum zu einem 
Schneiden der Sonde. Danach besteht keine räumliche Nähe des Reporter-Farbstoffs 
zum Quencher mehr und der Reporter-Farbstoff emittiert detektierbares 
Fluoreszenzlicht. Die Fluoreszenzintensität steigt somit entsprechend der 
Akkumulation des PCR-Produkts an. 
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Alle Primer und Sonden wurden im „TaqMan Gene Expression Assay“ von Applied 
Biosystems erworben (Tabelle 13). Das Mischungsverhältnis vom Primer zur Sonde 
wurde zuvor von Applied Biosystems für die jeweiligen Primer eingestellt und getestet. 
Bei allen Sonden wurde der Reporter-Farbstoff FAM, mit der chemischen Bezeichnung 
6-Carboxy-Fluorescein, verwendet. FAM hat bei 488 nm Anregung ein 
Emissionsmaximum bei 518 nm. Die Reagenzien für die Real-Time PCR wurden in 96-
Well-Platten wie in Tabelle 14 aufgelistet pipettiert. Für jeden Primer wurde pro 
untersuchte Probe die Messung zweifach durchgeführt. Zusätzlich wurde für jeden 
Versuchsdurchlauf eine Probe ohne reverser Transkriptase bei der cDNA-Herstellung 
und eine Probe mit aqua dest. (Typ II) anstelle der cDNA als Kontrollen mitgeführt. 
Tabelle 13: Von Applied Biosystems erworbene „TaqMan Gene expression assays“, 





CXCR3 chemokine (C-X-C motif) receptor 3 Mm00438259_m1 
CCR7 chemokine (C-C motif) receptor 7 Mm00432608_m1 
DC-LAMP lysosomal-associated membrane protein 3 Mm00616604_m1 
DC-SIGN CD209a antigen Mm00460067_m1 
HPRT hypoxanthine guanine phosphoribosyl 
transferase 
Mm01545399_m1 
IFN- interferon gamma Mm01168134_m1 
IL-2 interleukin 2 Mm00434256_m1 
ILT3 leukocyte immunoglobulin-like receptor, 
subfamily B, member 4 
Mm00496572_m1 
MHCII histocompatibility 2, class II antigen A, beta 1 Mm01271198_m1 
Tabelle 14: Pipettiervolumen der Reagenzien für die Real-Time PCR bei einer 
einfachen Messung. 
Reagenz Volumen 
PCR Master-Mix 10 µl 
Aqua dest. (Typ II) 8 µl 
Primer/Sonde 1 µl 
cDNA 1 µl 
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2.2.9.5 Relative Quantifizierung mit der 2-ΔΔCT-Methode 
Der CT-Wert steht für den Schwellenwert-Zyklus. Dieser Wert drückt die Zyklenzahl aus 
bei der zum ersten Mal eine Emission des Report-Fluoreszenzfarbstoffs über der 
Grundlinie erfasst wird. Je höher die Ausgangszahl der cDNA für eine Zielsequenz in 
der Probe ist, desto niedriger ist der CT-Wert. Zur Normalisierung des CT-Werts der 
Zielsequenzen wurde dieser mit dem CT-Wert des Haushaltsgen HPRT subtrahiert. Zur 
relativen Quantifizierung der Zielsequenzen, bezogen auf die Kontrollhemisphären, 
wurden die normalisierten CT-Werte aus ischämischen Hemisphären von den 
normalisierten CT-Werten aus kontralateralen Hemisphären oder Sham-Hemisphären 
subtrahiert und die relative Expression mit 2-ΔΔCT berechnet (Livak and Schmittgen, 
2001).  
2.2.10 Statistische Auswertung 
Für die statistische Auswertung wurden die Programme GraphPad-Prism Version 5.0 
und SPSS Version 15.0.1 verwendet. Bei dem Vergleich der Mittelwerte wurden 
zunächst die Gruppen auf eine Normalverteilung hin untersucht. Hierfür wurde der 
D’Agostino und Pearson Test verwendet. Da bei den Gruppen von einer 
Normalverteilung ausgegangen werden konnte, wurden parametrische Tests zum 
Vergleich der Mittelwerte verwendet. Für den Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen 
wurde der Student t-Test verwendet. Bei dem Vergleich mehrerer Gruppen wurde eine 
ANOVA Varianzanalyse durchgeführt. Konnte bei den Gruppen von einer 
Varianzhomogenität ausgegangen werden, wurde der Tukey Post Hoc Test zum 
multiplen Vergleich der Gruppen angefügt. Der Dunnett Post Hoc Test fand 
Verwendung bei dem Vergleich mehrerer Gruppen mit einer definierten Kontrollgruppe. 
Lag eine Varianzheterogenität zwischen den Gruppen vor, wurde der Post Hoc Test 




3.1 Durchflusszytometrie nach entorhinaler Kortexläsion 
In diesem Versuch wurden Gehirnproben und lymphatische Organe aus Foxp3EGFP 
Reportermäusen nach ECL untersucht. Das Ziel dieses Versuchs war es, die 
Akkumulation CD4+ T-Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs im Gehirn an den Tagen 7, 14 
und 30 nach ECL zu quantifizieren und mit der Peripherie zu vergleichen. Hierfür 
wurden Zellsuspensionen aus tiefen zervikalen LK, zervikalen LK, Milz, und dem 
ipsilateralen und kontralateralen Läsionsareal entnommen und am 
Durchflusszytometer analysiert. Die Strategie zum setzen der Analysefenster und 
Quadranten ist in Abb. 12 dargestellt. Demnach wurde im ersten Dotplot der Marker 
CD45 gegen das Seitwärtsstreulicht (SSC-A) dargestellt und die 
Lymphozytenpopulation ausgewählt. CD45 ist ein membranständiges Protein und wird 
in der Durchflusszytometrie als Pan-Leukozytenmarker eingesetzt (Altin and Sloan, 
1997). Lymphozyten sind mithilfe des Markers CD45 und anhand der Granularität von 
anderen Leukozyten im Gehirn unterscheidbar. Nachfolgend wurden monozytäre 
CD11b+ Immunzellen ausgeschlossen und über die Markierung der -Kette des TCR 
die T-Zellen identifiziert. In der weiteren Analyse wurde mit einem Quadrant die CD4+ 
und CD8+ T-Zellen bestimmt. CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs wurden anhand der Expression 
von CD4 und EGFP, dem unter der Kontrolle des Foxp3 Promotors exprimierten 




Abb. 12: Analyse CD4+ T-Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs mit dem 
Durchflusszytometer. Die Abbildung zeigt die Strategie zum setzen der 
Analysefenster und Quadranten in den Dotplots. Die Achsen sind mit dem jeweiligen 
Marker und konjugierten Fluorochrom beschriftet. Die durchflusszytometrischen Daten 
wurden aus einer Zellsuspension des ipsilateralen Läsionsareals am Tag 14 nach ECL 
aufgenommen. Im CD45 vs. SSC-A Dotplot wurde das Analysefenster auf die 
CD45high/SSC-Alow Lymphozyten gesetzt. Im nächsten Dotplot wurden die monozytären 
CD11b+  Zellen ausgeschlossen. Anschließend wurden die TCR T-Zellen ausgewählt. 
In der TCR-Population wurde im linken oberen Quadrant die CD4-Population 
ausgewählt und anschließend die Foxp3EGFP+ Tregs-Population bestimmt.    
3.1.1 CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs akkumulieren nach ECL im Gehirn 
Zunächst wurde die absolute Zellzahl der CD4+ T-Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs im 
Gehirn nach ECL bestimmt und die Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) ermittelt 
(Abb. 13). An den Tagen 7 und 30 nach ECL war ipsilateral im Vergleich zu den 
jeweiligen kontralateralen Hemisphären und Sham-Kontrollen kein signifikanter Anstieg 
der Anzahl CD4+ T-Zellen zu sehen. Dafür war am Tag 14 nach ECL mit 731 ± 400 
CD4+ T-Zellen im Vergleich zum kontralateralen Bereich (164 ± 198 CD4+ T-Zellen) ein 
signifikanter Anstieg zu sehen (Abb. 13A). Die Foxp3EGFP+ Tregs waren ipsilateral am 
Tag 14 mit 299 ± 185 Zellen im Vergleich zur kontralateralen Seite (25 ± 17 Zellen) und 
Sham-Kontrolle (36 ± 57 Zellen) signifikant erhöht (Abb. 13B). Am Tag 7 war ipsilateral 
keine erhöhte Akkumulation Foxp3EGFP+ Tregs festzustellen. Am Tag 30 war die 
Anzahl Tregs mit 192 ± 146 Zellen im Vergleich zum kontralateralen Bereich (41 ± 24 




Abb. 13: Akkumulation CD4+ T-Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs im Gehirn 
nach ECL. 7, 14 und 30 Tage nach ECL wurde die absolute Zellzahl der (A) CD4+ 
T-Zellen und (B) CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs bestimmt. Vergleich der ipsilateralen 
Hemisphären mit kontralateralen Hemisphären und Hemisphären aus der Sham-
Kontrolle mit dem Vergleichstest ANOVA (Post Hoc Test Dunett; *P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001). Ipsilaterale Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 30 nach ECL wurden 
mit ANOVA und dem Post Hoc Test Games-Howell in (A) oder Tukey in (B) verglichen. 
Die Daten sind als Mittelwerte ± SD dargestellt. Für ECL n = 6–7 pro Tag und für 
Sham-Kontrolle n = 3–5 pro Tag. 
Im nächsten Schritt wurde der prozentuale Anteil Foxp3EGFP+ Tregs in der 
CD4-Population bestimmt und die Mittelwerte ± SD im Gehirn und der Peripherie 
verglichen (Abb. 14A und Abb. 14B). In Abb. 14C sind repräsentative Dotplots der 
CD4-Population mit dem Analysefenster auf der Foxp3EGFP+ Tregs-Population von 
ipsilateralen Läsionsarealen 7, 14 und 30 Tage nach ECL dargestellt. 
Interessanterweise war ipsilateral am Tag 14 mit 37,7 ± 5,2 % der Anteil Foxp3EGFP+ 
Tregs im Vergleich zur kontralateralen Seite (20,5 ± 7,7 %), Sham-Kontrolle 
(14,0 ± 5,8 %) und den tiefen zervikalen LK (13,9 ± 5,0 %), zervikalen LK 
(14,0 ± 2,5 %) und Milz (10,6 ± 3,8 %) stark erhöht. Ebenfalls war der prozentuale 
Anteil Foxp3EGFP+ Tregs am Tag 14 im Vergleich zu Tag 7 (23,0 ± 7,4 %) und Tag 30 
(25,7 ± 7,0 %) signifikant erhöht (Abb. 14A und Abb. 14B). Am Tag 30 war mit 
25,7 ± 7,0 % der Anteil Foxp3EGFP+ Tregs im Vergleich zum kontralateralen Bereich 
(16,2 ± 3,6 %), zur Sham-Kontrolle (12,6 ± 0,6 %) und zu den tiefen zervikalen LK 
(11,8 ± 6,2 %), zervikalen LK (14,5 ± 3,0 %) und der Milz (11,5 ± 3,2 %) erhöht 
(Abb. 14A und Abb. 14B). Am Tag 7 war der prozentuale Anteil Foxp3EGFP+ Tregs 
ausschließlich im Vergleich zur Milz (14,3 ± 3,4 %) erhöht.  
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Abb. 14: Erhöhter Anteil Foxp3EGFP+ Tregs in % der CD4+ T-Zellen nach einer 
ECL. (A) und (B) 7, 14 und 30 Tage nach ECL wurde der prozentuale Anteil 
Foxp3EGFP+ Tregs im Gehirn und lymphatischen Organen bestimmt. Verglichen 
wurden ipsilaterale Hemisphären mit kontralateralen Hemisphären, Sham-Kontrolle 
und lymphatischen Organen (ANOVA mit Post Hoc Test Dunett; *P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001) und  ipsilaterale Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 30 nach ECL 
(ANOVA mit Post Hoc Test Tukey; #P<0,05; ##P<0,01). Die prozentualen Anteile 
Foxp3EGFP+ Tregs der CD4+ Zellen sind als Mittelwerte ± SD dargestellt. Für ECL 
n = 6–7 pro Tag und für Sham-Kontrolle n = 3–5 pro Tag. (C) Repräsentative Dotplots 
der Analysen vom ipsilateralen Läsionsareal aus ECL behandelten Tieren. In den Dot 
Plots ist die CD4-Population dargestellt. Der Wert über dem Analysefenster gibt den 
Anteil Foxp3EGFP+ Tregs in % der CD4-Population der jeweiligen exemplarischen 
Probe wider. 
3.2 Immunhistochemie im Gehirn nach ECL 
Durchflusszytometrisch konnte eine starke Akkumulation der Foxp3EGFP+ Tregs im 
lädierten Gehirnareal nach ECL nachgewiesen werden. Im nächsten Schritt wurden die 
Tregs im Gehirn nach einer ECL immunhistochemisch lokalisiert. Zusätzlich wurde die 
Anwesenheit von Iba1+/MHCII+ Zellen im lädierten Gehirnareal überprüft. Ein 
Zellkontakt der Tregs mit antigenpräsentierenden Zellen könnte ein Hinweis für eine 
antigenspezifische Immunreaktion im Gehirn sein. Deshalb wurden 
Kryogewebeschnitte aus Gehirnen von Foxp3EGFP Reportermäusen 7, 14 und 30 
Tage nach ECL angefertigt und mit Antikörper gegen Iba1, MHCII und EGFP markiert. 
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3.2.1 EGFP+ Tregs und Iba1+/MHCII+ Zellen akkumulieren im Läsionsareal 
An den Tagen 7, 14 und 30 nach ECL waren EGFP+ Tregs im ipsilateralen Gewebe 
des Hippocampus und direkt an der Läsion detektierbar. Außerdem waren vermehrt 
Iba1+ Zellen und Iba1+/MHCII+ im ipsilateralen Hippocampus und an der Läsion zu 
sehen. Bei einzelnen EGFP+ Tregs konnte ein direkter Zellkontakt mit Iba1+/MHCII+ 
Zellen gesehen werden (Abb. 15A und Abb. 15B). In der kontralateralen Hemisphäre 
befanden sich im Bereich der entorhinalen Kortex und im Hippocampus Iba1+/MHCII- 
residente Mikroglia, jedoch keine EGFP+ Tregs. (Abb. 15C). 
 
Abb. 15: Immunhistochemischer Nachweis EGFP+ Tregs und Iba1+/MHCII+ Zellen 
nach ECL im Gehirn. Konfokale Aufnahme des ipsilateralen Hippocampus (A) und der 
Läsion (B). Der Nachweis EGFP+ (grün), Iba1+ (rot) und MHCII+ (blau) Zellen ist hier 
beispielhaft an horizontalen Kryoschnitten aus Gehirnen 30 Tage (A) und 14 Tage (B) 
nach ECL dargestellt. Ipsilateral waren Iba1+/MHCII+ Zellen zu sehen. Zwischen 
EGFP+ Tregs und Iba1+/MHCII+ Zellen waren direkte Zellkontakte zu sehen. (C) Im 
Parenchym der kontralateralen Hemisphäre konnten keine EGFP+ und MHCII+ Zellen 
nachgewiesen werden. (A) Maßstabbalken = 20 µm. (B) und (C) Maßstabbalken = 
50 µm. 
3.3 Durchflusszytometrie der T-Zellen nach MCAO 
Aufgrund der geringen Menge CD4+ T-Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs die nach einer 
ECL im Läsionsareal detektiert werden konnte war in diesem Modell die weitere 
Durchführung der geplanten Analysen nicht möglich. Die Beobachtung, dass 14 und 30 
Tage nach ECL eine starke Akkumulation Foxp3EGFP+ Tregs im lädierten Gehirnareal 
stattfindet sollte in einem weiteren Läsionsmodell verifiziert werden. Hierfür wurde in 
C57BL/6J Mäusen eine transiente MCAO durchgeführt, die zu einem ischämischen 
Infarkt führte (Abb. 5). Für die Charakterisierung der CD4+ T-Zellen wurde die gleiche 
Analysestrategie der Abb. 12 verwendet. Für die Markierung der Tregs wurde in 
diesem Fall ein Antikörper gegen Foxp3 verwendet (siehe Abb. 16A). Durch diese 
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Modifizierung konnte der Proliferationsmarker Ki-67 in das Färbeprotokoll mit 
aufgenommen werden. 
3.3.1 CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs akkumulieren im Gehirn nach 
MCAO 
Die absoluten Zellzahlen der CD4+ T-Zellen wurden in der ipsilateralen Hemisphäre an 
den Tagen 7, 14 und 30 nach MCAO bestimmt und untereinander, mit der 
kontralateralen Hemisphäre und der Hemisphäre aus der Sham-Kontrolle verglichen. In 
Abb. 16B sind die Mittelwerte ± SD der CD4+ T-Zellen dargestellt. Bereits am Tag 7 
nach MCAO war die Anzahl der CD4+ T-Zellen in der ipsilateralen Hemisphäre (341 
± 184 Zellen) im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre (134 ± 72 Zellen) leicht 
erhöht. Im Vergleich zur Sham-Kontrolle war am Tag 7 kein Unterschied zu sehen. In 
der ipsilateralen Hemisphäre war am Tag 14 (4563 ± 3936 Zellen) und am Tag 30 
(3854 ± 1628 Zellen) im Vergleich zu den jeweiligen kontralateralen Hemisphären 
(256 ± 127 und 285 ± 84 Zellen) und Sham-Kontrollen (184 ± 124 und 376 
± 164 Zellen) eine starke Akkumulation der CD4+ T-Zellen detektierbar. An den Tagen 
14 und 30 war in der ipsilateralen Hemisphäre im Vergleich zu Tag 7 die Zunahme der 
CD4+ T-Zellen signifikant (Abb. 16A und  Abb. 16B).  
Als nächstes wurde der prozentuale Anteil Foxp3+ Tregs in der CD4-Population nach 
MCAO in ipsilateralen Hemisphären, peripheren lymphatischen Organen und Milz 
verglichen (Abb. 16C). Der prozentuale Anteil Foxp3+ Tregs war in der ipsilateralen 
Hemisphäre vom Tag 14 mit 31,7 ± 6,7 % und Tag 30 mit 34,8 ± 8,3 % im Vergleich zu 
Tag 7 mit 21,0 ± 3,7 % signifikant erhöht. Ebenfalls war der prozentuale Anteil Foxp3+ 
Tregs in der ipsilateralen Hemisphäre von den Tagen 14 und 30 im Vergleich zu 
zervikalen LK (24,0 ± 2,9 % und 20,4 ± 2,5 %), inguinalen LK (21,4 ± 2,3 % und 
16,5 ± 1,0 %), Milz (19,35 ± 2,9 % und 16,5 ± 1,5 %) und Blut (14,4 ± 2,4 % und 
11,3 ± 1,6 %) erhöht. Der prozentuale Anteil Foxp3+ Tregs war am Tag 7 in der 
ipsilateralen Hemisphäre im Vergleich zu zervikalen LK, inguinalen LK und Milz 




Abb. 16: Akkumulation CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs in der ischämischen 
Hemisphäre. 7, 14 und 30 Tage nach MCAO wurde die absolute Zellzahl der CD4+ 
T-Zellen und der  prozentuale Anteil Foxp3+ Tregs im Gehirn und in lymphatischen 
Organen bestimmt. (A) Exemplarische Dotplots der ischämischen Hemisphären 7, 14 
und 30 Tage nach MCAO und einer kontralateralen Hemisphäre und der Hemisphäre 
aus der Sham-Kontrolle. (B) Absolute Zellzahlen der CD4+ T-Zellen dargestellt als 
Mittelwerte ± SD nach MCAO. Der Test zum Vergleich ipsilateraler Hemisphären mit 
kontralateralen Hemisphären und Sham war ANOVA und Post Hoc Test Dunett 
(*P<0,05; **P<0,01). Vergleich der ipsilateralen Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 
30 mit ANOVA (Games-Howell Post Hoc Test; ##P<0,01). (C) Der Anteil Foxp3+ Tregs 
ist in % der CD4+ T-Zellen angegeben. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. Zum 
Vergleich ipsilateraler Hemisphären mit lymphatischen Organen und Blut wurde 
ANOVA mit Post Hoc Test Dunett verwendet (*P<0,05; ***P<0,001). Vergleich der 
ipsilateralen Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 30 mit ANOVA (Games-Howell 
Post Hoc Test; #P<0,01; ##P<0,01). Für die MCAO-Gruppe n = 5–12 pro Tag und für 
die Sham-Kontrolle n = 4–8 pro Tag. 
Beim dem Vergleich der Peripherie nach MCAO mit der Sham-Kontrolle konnte am 
Tag 14 nach MCAO in den zervikalen LK, inguinalen LK und Milz eine signifikante 
Erhöhung des prozentualen Anteils Foxp3+ Tregs mit 24,0 ± 2,9 %, 21,4 ± 2,3 % und 
19,35 ± 2,9 % im Vergleich zur Sham-Kontrolle mit 19,35 ± 1,2 %, 17,0 ± 1,3 % und 
16,7 ± 2,1 % beobachtet werden (Abb. 17A). Im Blut war kein Unterschied zu sehen. 
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An den Tagen 7 und 30 nach MCAO war in den peripheren lymphatischen Organen 
und dem Blut im Vergleich zur Sham-Kontrolle kein Unterschied zu sehen.  
Im nächsten Schritt wurden die prozentualen Anteile der CD25+ Zellen in der Foxp3+ 
Tregs-Population im Gehirn und in der Peripherie untersucht (Abb. 17B–17D). 
Interessanterweise war ausschließlich am Tag 14 in der ischämischen Hemisphäre mit 
50,6 ± 6,0 % der prozentuale Anteil der CD25+ Tregs im Vergleich zu Tag 7 
(63,9 ± 8,0 %) und Tag 30 (63,5 ± 6,5 %) und im Vergleich zu den zervikalen LK 
(63,7 ± 5,0 %), inguinalen LK (68,5 ± 5,2 %) und Blut (64,9 ± 4,1 %) signifikant 
reduziert (Abb. 17C). An den Tagen 7 und 30 war kein Unterschied zwischen 
ischämischen Hemisphären und Peripherie im prozentualen Anteil CD25+ Tregs zu 
sehen. Ebenfalls blieb der prozentuale Anteil der CD25+ Tregs bezogen auf die Foxp3+ 
Tregs in den peripheren lymphatischen Organen und Blut 7, 14 und 30 Tage nach 
MCAO im Vergleich zur Sham-Kontrolle unverändert (Abb. 17D).  
 
Abb. 17: Prozentualer Anteil Foxp3+ Tregs in den lymphatischen Organen und 
Blut und die Verteilung CD25+/Foxp3+ Tregs nach MCAO. (A) 7, 14 und 30 Tage 
nach MCAO wurde der prozentuale Anteil Foxp3+ Tregs in lymphatischen Organen 
bestimmt und mit der Sham-Kontrolle verglichen. (B) Exemplarische Darstellung CD4+ 
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T-Zellen im Dotplot mit CD25 vs. Foxp3 aus ipsilateraler Hemisphäre 14 Tage nach 
MCAO. Der prozentuale Anteil Foxp3+/CD25+ Tregs (Q2) in der Foxp3+ Population 
(Q3+Q4) wurde 7, 14 und 30 Tage nach MCAO in den lymphatischen Organen 
bestimmt und mit den ipsilateralen Hemisphären (C) und der Sham-Kontrolle (D) 
verglichen. Mit dem Student t-Test wurden lymphatische Organe aus MCAO Mäusen 
mit der Sham-Kontrolle verglichen (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). Vergleich 
ipsilateraler Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 30 mit ANOVA (Post Hoc Test 
Tukey; ##P<0,01). Vergleich der ipsilateralen Hemisphären mit peripheren 
lymphatischen Organen mit ANOVA (Post Hoc Test Dunett; ***P<0,001). Es sind 
Mittelwerte ± SD dargestellt. Für MCAO-Gruppe n = 5–12 pro Tag und für Sham-
Kontrolle n = 4–8 pro Tag. 
3.3.2 Ein erhöhter Anteil CD4+ T-Zellen ist nach MCAO im Gehirn aktiviert 
Die -Kette des IL-2-Rezeptors CD25 wird auf CD4+ Effektor-T-Zellen in Abhängigkeit 
vom Aktivierungsstatus reguliert. Dementsprechend lässt sich im EAE-Modell und in 
unterschiedlichen Infektionsmodellen nach antigenspezifischer Aktivierung eine 
Hochregulierung von CD25 auf CD4+ Effektor-T-Zellen beobachten (Boyman and 
Sprent, 2012; Couper et al., 2009; Li et al., 2007; Taniguchi and Minami, 1993). Für 
den Nachweis aktivierter CD4+ T-Zellen nach einer MCAO wurde der prozentuale Anteil 
Foxp3-/CD25+ der CD4+/Foxp3- Zellpopulation in lymphatischen Organen und im 
Gehirn bestimmt (Abb. 18A und Abb. 18B).  
Am Tag 7 nach MCAO war in der ipsilateralen Hemisphäre mit 0,9 ± 0,5 % der Anteil 
aktivierter CD4+ T-Zellen im Vergleich zu den inguinalen LK (0,3 ± 0,1 %) und Milz 
(0,2 ± 0,1 %) signifikant erhöht. Beim Vergleich der ipsilateralen Hemisphäre mit den 
zervikalen LK wurde am Tag 7 kein Unterschied detektiert. In den ipsilateralen 
Hemisphären war am Tag 14 (2,2 ± 1,8 %) und Tag 30 (2,9 ± 0,7 %) der prozentuale 
Anteil aktivierter CD4+ T-Zellen im Vergleich zu den zervikalen LK (0,9 ± 0,2 % und 
1,0 ± 0,3 %), inguinalen LK (0,9 ± 0,2 % und 0,8 ± 0,2 %) und Milz (0,7 ± 0,3 % und 
0,7 ± 0,3 %) erhöht. Am Tag 30 war in der ipsilateralen Hemisphäre der Anstieg 
aktivierter CD4+ T-Zellen im Vergleich zu Tag 7 signifikant (Abb. 18B). 
 
Abb. 18: Aktivierte CD4+ T-Zellen nach MCAO im Gehirn. 7, 14 und 30 Tage nach 
MCAO wurde der prozentuale Anteil aktivierter CD4+ T-Zellen in ipsilateralen 
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Hemisphären bestimmt und mit lymphatischen Organen verglichen. (A) Darstellung 
CD4+ T-Zellen im Dotplot mit CD25 vs. Foxp3. Aktivierte CD4+ T-Zellen waren Foxp3- 
und CD25+ (Q1). Berechnet wurde der prozentuale Anteil Foxp3-/CD25+ Zellen (Q1) in 
der Foxp3- Population (Q1+Q3). (B) Zum Vergleich der lymphatischen Organe mit der 
ipsilateralen Hemisphäre wurde ANOVA mit Post Hoc Test Dunett verwendet (*P<0,05; 
**P<0,01; ***P<0,001). Zum Vergleich der ipsilateralen Hemisphären vom Tag 7, 14 
und 30 nach MCAO wurde ANOVA mit Post Hoc Test Games-Howell verwendet 
(###P<0,001). Es sind Mittelwerte ± SD dargestellt und n = 5–12 pro Tag. 
3.3.3 Ein erhöhter Anteil CD4+ T-Zellen ist positiv für Ki-67 nach Ischämie 
im Gehirn   
Zur Markierung proliferierender CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs in der 
Durchflusszytometrie wurde ein monoklonaler Antikörper gegen Ki-67 verwendet. Ki-67 
ist ein Protein, welches ausschließlich in proliferierenden Zellen exprimiert wird und in 
allen aktiven Phasen des Zellzyklus vorhanden ist (Scholzen and Gerdes, 2000). Der 
prozentuale Anteil Ki-67+ Zellen wurde in der CD4+/Foxp3+ Population und CD4+/Foxp3- 
Population bestimmt (siehe Abb. 16A). Analysiert  wurden ipsilaterale Hemisphären 
nach MCAO und zervikalen LK, inguinale LK, Blut und Milz nach MCAO und Sham-
Eingriff. In Abb. 19A sind exemplarisch Dotplots der CD4+/Foxp3+ und CD4+/Foxp3- 
Population aus einer ipsilateralen Hemisphäre 14 Tage nach MCAO mit anti-Ki-67 oder 
entsprechender Isotypkontrolle dargestellt. Die Mittelwerte ± SD sind in Abb. 19B und 
Abb. 19C dargestellt. 
Der prozentuale Anteil Ki-67+/Foxp3+ Tregs war in ipsilateralen Hemisphäre mit 
63,0 ± 6,4 % am Tag 7 und 55,2 ± 8,5 % am Tag 14 im Vergleich zu zervikalen LK 
(19,8 ± 3,4 % und 18,9 ± 2,8 %), inguinalen LK (19,1 ± 3,0 % und 26,8 ± 5,0 %), Milz 
(15,6 ± 3,2 % und 23,2 ± 6,0 %) und Blut (20,1 ± 4,1 % und 24,3 ± 5,8 %) signifikant 
erhöht. Am Tag 30 war in der ipsilateralen Hemisphäre mit 23,0 ± 4,9 % der 
prozentuale Anteil Ki67+/Foxp3+ Tregs bereits signifikant niedriger als an den Tagen 7 
und 14. Es war jedoch auch am Tag 30 der prozentuale Anteil Ki-67+/Foxp3+ Tregs im 
Vergleich zu zervikalen LK, inguinalen LK und Blut signifikant erhöht (Abb. 19A).  
Bei der Analyse der CD4+/Foxp3- Zellen im Gehirn war am Tag 7 mit 20,5 ± 4,7 %, Tag 
14 mit 35,1 ± 14,1 % und Tag 30 mit 15,8 ± 5,5 % im Vergleich zu den zervikalen LK 
(5,8 ± 1,8 %, 6,8 ± 2,0 % und 5,8 ± 1,0 %), inguinalen LK (4,1 ± 1,3 %, 7,4 ± 2,6 % und 
5,1 ± 0,9 %), Milz (5,8 ± 1,8 %, 11,7 ± 4,5 % und 8,7 ± 0,6 %) und Blut (7,1 ± 2,3 %, 
15,6 ± 10,7 % und 8,1 ± 2,1 %) ein erhöhter Anteil positiv für Ki-67. Am Tag 14 war der 
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Abb. 19: Ki-67 als Proliferationsmarker für die Analyse der CD4+ T-Zellen nach 
MCAO im Gehirn, LK, Milz und Blut. Exemplarische Dotplots mit Ki-67 vs. SSC-A der 
CD4+/Foxp3+ Tregs und CD4+/Foxp3- Zellen aus einer ipsilateralen Hemisphäre 14 
Tage nach MCAO. Mit Hilfe der entsprechenden Isotypkontrolle wurde das 
Analysefenster auf die Ki-67+ Population ausgerichtet. Die prozentualen Anteile der 
Ki-67+ Zellen sind in (B) der Foxp3+ Tregs-Population  und (C) der Foxp3-Population 
dargestellt. Verglichen wurden ipsilaterale Hemisphären mit lymphatischen Organen 
und Blut (ANOVA Post Hoc Test Dunett; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001) und 
ipsilaterale Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 30 (ANOVA Post Hoc Test Games-
Howell; #P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001). Für MCAO-Gruppe n = 5–12 pro Tag und 
für Sham-Kontrolle n = 4–8 pro Tag. 
Bei dem Vergleich zervikaler LK, inguinaler LK, Milz und Blut aus MCAO behandelten 
Mäusen mit der Sham-Kontrolle war der prozentuale Anteil Ki-67+/Foxp3+ Tregs an den 
Tagen 7, 14 und 30 unverändert (Abb. 20A). Interessanterweise war am Tag 7 nach 
MCAO in inguinalen LK mit 4,1 ± 1,3 % und der Milz mit 5,8 ± 1,8 % der prozentuale 
Anteil Ki-67+ Zellen der CD4+/Foxp3- Population signifikant niedriger als in der Sham-
Kontrolle (6,2 ± 1,2 % und 9,3 ± 1,3 %; Abb. 20B). In den zervikalen LK und im Blut 
war in CD4+/Foxp3- Zellen kein Unterschied in dem Anteil Ki-67+ Zellen zu sehen. An 
den Tagen 14 und 30 war in der CD4+/Foxp3- Zellpopulation in keinem der 
untersuchten Organe ein Unterschied hinsichtlich des Anteils Ki-67+ Zellen zu 




Abb. 20: Prozentualer Anteil Ki-67+ Zellen in zervikalen LK, inguinalen LK, Milz 
und Blut von Mäusen mit MCAO und Sham-Kontrolle. Ki-67+ Anteile der  (A) 
Foxp3+ Tregs und (B) CD4+/Foxp3- Zellen. Mittelwerte sind ± SD dargestellt. Verglichen 
wurden die lymphatischen Organe und Blut aus MCAO behandelten Mäusen mit der 
jeweiligen Sham-Kontrolle (Student t-Test; *P<0,05). Für MCAO-Gruppe n = 5–12 pro 
Tag und für Sham-Kontrolle n = 4–8 pro Tag. 
3.3.4 Die Anzahl CD4+ T-Zellen ist in inguinalen LK und Milz nach MCAO 
vermindert 
In der hier vorliegenden Studie konnte eine relative Zunahme des prozentualen Anteils 
CD4+/Foxp3+ Tregs in zervikalen LK, inguinalen LK und Milz 14 Tage, jedoch nicht 7 
und 30 Tage, nach MCAO beobachtet werden (Abb. 17A). Im nächsten Schritt wurde 
deswegen überprüft, ob am Tag 14 nach MCAO in peripheren lymphatischen Organen 
eine Veränderung in der absoluten Anzahl der CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs zu 
beobachten ist. Hierfür wurden zervikale LK, inguinale LK und Milz aus Foxp3EGFP 
Reportermäusen am Tag 14 nach MCAO und Sham-Kontrolle durchflusszytometrisch 
untersucht. In Abb. 21A und Abb. 21B sind die Zellzahlen als Mittelwerte ± SD 
dargestellt.  
In der Tat war in den inguinalen LK mit 5,21x105 ± 1,78x105 Zellen und Milz mit 
6,04x106 ± 2,11x106 Zellen am Tag 14 nach MCAO die Anzahl der CD4+ T-Zellen im 
Vergleich zur Sham-Kontrolle mit 8,69x105 ± 3,00x105 Zellen und 
8,67x106 ± 2,10x106 Zellen signifikant vermindert. In den zervikalen LK konnte jedoch 
nach MCAO (8,01x105 ± 3,85x105 Zellen) kein signifikanter Unterschied  im Vergleich 
zur Sham-Kontrolle (1,13x106 ± 5,36x105 Zellen) beobachtet werden (Abb. 21A). Die 
Anzahl CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs war in zervikalen LK, inguinalen LK und Milz 

































































Abb. 21: Verminderte Anzahl CD4+ T-Zellen in inguinalen LK und Milz 14 Tage 
nach MCAO. 14 Tage nach MCAO wurde die absolute Zellzahl der CD4+ T-Zellen und 
CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs in zervikalen LK (zLK), inguinalen LK (iLK) und Milz 
bestimmt und mit der Sham-Kontrolle verglichen. (A) Absolute Zellzahlen der 
CD4+-Zellen nach MCAO. (B) Absolute Zellzahlen der CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs nach 
MCAO. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. MCAO und Sham-Kontrolle wurden mit dem 
Student t-Test verglichen (*P<0,05) mit jeweils n = 7 für MCAO und Sham-Kontrolle.  
3.3.5 Verändertes TCR-V-Repertoire auf CD4+ T-Zellen nach MCAO im 
Gehirn 
In einem weiteren Versuch wurde überprüft, ob Unterschiede im TCR Repertoire der 
CD4+/FoxpEGFP- Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs im Gehirn im Vergleich zur Peripherie 
zu sehen sind. Hierfür wurden die variablen Segmente V8.1/8.2 und V11 der TCR-
Kette mit Antikörper angefärbt, um exemplarisch zwei Mitglieder der V-Familie zu 
analysieren (Wilson et al., 1988). Die Analyse wurde an post-ischämischen 
Hemisphären, zervikalen LK, inguinalen LK und Milz aus Foxp3EGFP Reportermäusen 
am Tag 14 nach MCAO oder Sham-Eingriff durchgeführt. Bestimmt wurden die 
prozentualen Anteile der CD4+/FoxpEGFP- Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs mit 
V8.1/8.2+ TCR und V11+ TCR (Abb. 22A–D). 
In der ipsilateralen Hemisphäre war mit 9,3 ± 3,4 % im Vergleich zu zervikalen LK 
(16,5 ± 1,7 %), inguinalen LK (17,0 ± 1,5 %) und Milz (19,4 ± 0,5 %) der Anteil 
CD4+/Foxp3EGFP- Zellen mit einem V8.1/8.2+ TCR deutlich vermindert. Bei den 
CD4+/FoxpEGFP+ Tregs war in der ipsilateralen Hemisphäre mit 6,0 ± 2,4 % im 
Vergleich zu zervikalen LK (10,3 ± 3,0 %), inguinalen LK (11,9 ± 2,6 %) und Milz 
(15,0 ± 1,7 %) der Anteil Zellen mit V8.1/8.2+ TCR ebenfalls signifikant vermindert. 
Bei dem Vergleich der lymphatischen Organe aus MCAO Mäusen mit lymphatischen 
Organen aus der Sham-Kontrolle konnte kein Unterschied in dem Anteil der V8.1/8.2+ 
TCR in der CD4+/Foxp3EGFP- Population und CD4+/Foxp3EGFP+ Population 
beobachtet werden (Abb. 22A und Abb. 22B). Der Anteil CD4+/Foxp3EGFP- Zellen mit 
einem V11+ TCR war in der ischämischen Hemisphäre mit 6,0 ± 1,5 % im Vergleich 
zu zervikalen LK (4,3 ± 0,7 %), inguinalen LK (3,9 ± 0,9 %) und Milz (4,7 ± 0,3 %) 
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signifikant erhöht (Abb. 22C). In der CD4+/Foxp3EGFP+ Population war der Anteil mit 
einem V11+ TCR in der ischämischen Hemisphäre im Vergleich zu den lymphatischen 
Organen unverändert. In den lymphatischen Organen war zwischen MCAO und Sham-
Kontrolle kein Unterschied in den Anteilen der CD4+/Foxp3EGFP- Zellen und 
CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs mit Vb11+ TCR zu erkennen (Abb. 22C und Abb. 22D). 
 
Abb. 22: Veränderte V-TCR auf CD4+/Foxp3EGFP- Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ 
Tregs nach MCAO im Gehirn. Am Tag 14 nach MCAO wurden Zellen aus MCAO und 
Sham behandelten Mäusen durchflusszytometrisch analysiert. Verglichen wurden 
ipsilaterale Hemisphären (Ipsil.) mit zervikalen LK (zLK), inguinalen LK (iLK) und Milz 
und die lymphatischen Organe aus MCAO Mäusen mit der Sham-Kontrolle. (A) 
V8.1/8.2+ TCR auf CD4+/Foxp3EGFP- Zellen und (B) auf Foxp3EGFP+ Tregs. (C) 
V11+ TCR auf CD4+/Foxp3EGFP- Zellen und (D) auf Foxp3EGFP+ Tregs. Vergleich 
der ipsilateralen Hemisphären mit lymphatischen Organen durch ANOVA und post-hoc 
Test Dunett’s (*P<0,05; ***P<0,001). MCAO Gruppen und Sham Kontrollen wurden mit 
dem Student t-Test verglichen. Pro Gruppe n = 7 und dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
3.4 Analyse der de novo Induktion von Tregs nach MCAO 
An den Tagen 14 und 30 nach MCAO ist eine Anhäufung von Tregs im Infarktgebiet zu 
sehen (Abb. 16A–C). Zusätzlich war am Tag 14 nach MCAO ein erhöhter Anteil Foxp3+ 
Tregs in den lymphatischen Organen zu sehen (Abb. 17A). Anhand eines bereits in der 
Literatur beschriebenen Models des adoptiven Zelltransfers (Curotto de Lafaille et al., 
2004) sollte untersucht werden, ob es zu einer de novo Induktion von Tregs aus naiven 
CD4+  T-Zellen direkt im Gehirn oder in den lymphatischen Organen nach MCAO 
kommt. Für die Untersuchung einer möglichen de novo Induktion von Tregs wurden 
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naive CD4+ T-Zellen ohne Tregs aus Foxp3EGFP Mäusen einen Tag vor MCAO in 
RAG1-/- Mäuse intravenös transferiert (Abb. 6).  
3.4.1 Nach MCAO findet keine de novo Induktion von Tregs statt 
Im ersten Versuchsansatz wurde für die Gewinnung der naiven CD4+ T-Zellen 
2D2.Foxp3EGFP Mäuse verwendet (Abb. 6). Die T-Zellen aus dieser Maus tragen 
einen TCR spezifisch für MOG. MOG ist ein immundominantes Antigen in der 
C57BL/6J Maus und kann in diesem Stamm zur Einleitung einer aktiven EAE 
verwendet werden (Fazilleau et al., 2007).  
Am Tag 14 nach MCAO konnten CD4+ T-Zellen in den lymphatischen Organen und im 
lädierten Gehirn detektiert werden. Sowohl in den mit MCAO behandelten Mäusen, als 
auch in der Sham-Kontrolle konnte ein geringer Anteil Foxp3EGFP+ Zellen in der CD4+ 
Population in zervikalen LK (0,08 ± 0,05 % und 0,23 ± 0,10 %), inguinalen LK 
(0,14 ± 0,04 % und 0,20 ± 0,12 %) und Milz (0,38 ± 0,18 % und 0,20 ± 0,09 %) 
beobachtet werden. Im Gehirn nach MCAO lag der Anteil Foxp3GFP+ Tregs ipsilateral 
bei 0,36 ± 0,28 % und kontralateral bei 0,63 ± 0,44 %. In der Sham-Kontrolle war die 
Anzahl detektierter CD4+ T-Zellen im Gehirn für eine weitere Analyse zu gering. Der 
Anteil Foxp3GFP+ Tregs war jedoch nach MCAO beim Vergleich der ipsilateralen und 
kontralateralen Hemisphäre mit lymphatischen Organen nicht erhöht. Zusätzlich  war in 
den lymphatischen Organen zwischen Mäusen mit MCAO und Sham-Kontrolle kein 
Unterschied zu sehen (Abb. 23A). 
Als nächstes wurden einen Tag vor MCAO naive CD4+ T-Zellen ohne Tregs aus 
Foxp3EGFP Reportermäusen mit einem Wildtyp T-Zell-Rezeptor Repertoire injiziert 
(Abb. 6). Am Tag 14 nach MCAO konnten die transferierten Zellen in den 
lymphatischen Organen detektiert werden. Zusätzlich fand eine starke Akkumulation 
von CD4+ T-Zellen im Gehirn statt. In diesem Versuch ließ sich ebenfalls nach MCAO 
und Sham-Eingriff ein geringer Anteil FoxpEGFP+ Tregs in zervikalen LK 
(1,19 ± 0,76 % und 0,99 ± 0,70 %), inguinalen LK (2,02 ± 1,18 % und 1,48 ± 0,62 %) 
und Milz (0,79 ± 0,39 % und 0,73 ± 0,25 %) beobachten (Abb. 23B). Im Gehirn lag 
nach MCAO und Sham-Eingriff  der Anteil Foxp3EGFP+ Tregs ipsilateral bei 
0,38 ± 0,23 % und 0,54 ± 0,24 % und kontralateral bei 0,54 ± 0,24 % und 
0,59 ± 0,22 %. Es ließ sich jedoch ebenfalls keine verstärkte Neubildung FoxpEGFP+ 
Tregs als Folge einer MCAO aus den zuvor injizierten naiven CD4+ T-Zellen im Gehirn 




Abb. 23: Analyse der transferierten CD4+ T-Zellen auf FoxpEGFP+ Tregs 14 Tage 
nach MCAO. Anteil Foxp3EGFP+ Tregs nach dem Transfer von naiven CD4+ T-Zellen 
mit (A) einem TCR spezifisch gegen MOG oder (B) mit einem Wildtyp TCR Repertoire. 
Bei dem Vergleich der MCAO Mäuse und Sham-Kontrolle mit dem Student t-Test 
konnte keine signifikante Erhöhung des prozentualen Anteils Foxp3EGFP+ Tregs 
detektiert werden. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. In (A) n = 7 für MCAO Gruppe und 
n=5 für Sham-Kontrolle. In (B) n = 4 für MCAO Gruppe und n = 3 für Sham-Kontrolle. 
3.5 Immunhistochemie der CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs nach 
MCAO 
Mit der durchflusszytometrischen Analyse der ischämischen Hemisphären konnte eine 
starke Akkumulation von CD4+ T-Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs an den Tagen 14 und 
30 im Gehirn nachgewiesen werden. Im nächsten Schritt wurden Gehirnschnitte aus 
Foxp3EGFP Reportermäusen nach MCAO immunhistochemisch angefärbt, um die 
CD4+ T-Zellen und CD4+/FoxpEGFP+ Tregs im Gehirn zu lokalisieren. Zum 
immunhistochemischen Nachweis wurden frontale Kryogewebeschnitte mit 12 µm 
dicke von Gehirnen aus Foxp3EGFP Reportermäusen 7, 14 und 30 Tage nach MCAO 
angefertigt. CD4 und EGFP wurden mit Antikörper markiert. Die Zellkerne wurden mit 
DAPI markiert. Für Gehirnschnitte aus Tieren 14 Tage nach MCAO wurde ein 
Antikörper gegen Laminin für die Färbung der Basallamina in der Gehirnvaskulatur 
verwendet. Insbesondere sollte ermittelt werden, ob die Immunzellen direkt im 
Infarktgebiet lokalisiert sind, oder primär in dem angrenzenden Peri-Infarktgebiet. 
3.5.1 CD4+ Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs wandern ins Infarktgebiet ein 
An den Tagen 14 und 30 nach MCAO lässt sich das Infarktgebiet von dem Peri-
Infarktgebiet anhand eines Verlusts der morphologischen Integrität und einem stark 
granulären Erscheinungsbild unterscheiden (Abb. 24A). Durch die Anfärbung der 
Basallamina konnten am Tag 14 nach MCAO CD4+ Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ 
Tregs im Parenchym des Peri-Infarktgebiets nachgewiesen werden (Abb. 24B). Am 
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Tag 7 nach MCAO waren vereinzelt CD4+ Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs im 
Infarktgebiet und Peri-Infarktgebiet zu sehen. An den Tagen 14 und 30 nach MCAO 
konnte eine massive Akkumulation CD4+ Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs im 
Infarktgebiet detektiert werden (Abb. 24C). In kontralateral Hemisphären konnten keine 
CD4+ Zellen und CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs im Parenchym beobachtet werden (Daten 
nicht gezeigt). 
 
Abb. 24: Immunhistochemischer Nachweis der CD4+ Zellen und 
CD4+/Foxp3EGFP+ Tregs nach MCAO im Gehirn von Foxp3EGFP 
Reportermäusen. (A) Mikroskopische Weißlichtaufnahme eines Ausschnitts der 
ischämischen Hemisphäre 14 Tage nach MCAO. Das Peri-Infarktgebiet (Pfeil) ist 
morphologisch intakt. Das Infarktgebiet (Stern) ist anhand des Verlustes der 
morphologischen Integrität und des granulären Erscheinungsbildes erkennbar. (B) 
Konfokale Aufnahme des Peri-Infarktgebiets 14 Tage nach MCAO (dpMCAO). 
Laminin-positive Blutgefäße sind blau dargestellt. CD4+ (rot) und EGFP+ (grün) Zellen 
sind aus den Blutgefäßen ins Parenchym migriert. (C) Konfokale Aufnahmen der 
Infarktgebiete 7, 14 und 30 Tage nach MCAO (dpMCAO). An den Tagen 14 und 30 
nach MCAO fand eine starke Akkumulation von CD4+ Zellen und CD4+/EGFP+ Tregs 
im Infarktgebiet statt.  
3.5.2 Foxp3EGFP+ Tregs proliferieren nach MCAO im Gehirn 
Durch die Analyse der post-ischämischen Hemisphären am Durchflusszytometer 
konnte mit dem Proliferationsmarker Ki67 eine erhöhte Proliferation der Foxp3+ Tregs 
festgestellt werden. Durch die Anfärbung der Zellkerne mit DAPI in koronalen 
Kryogewebeschnitten waren im Infarktgebiet Foxp3EGFP+ Tregs zu sehen, welche 
 65
Ergebnisse 
sich in der Zellteilung befanden (Abb. 25). Diese Beobachtungen bestätigen die 





Abb. 25: Foxp3EGFP+ Tregs während der Zellteilung (Pfeilspitze) im 
Infarktgebiet. Exemplarisch wird hier eine konfokale Aufnahme des Infarktgebiets von 
Gehirnschnitten aus Foxp3EGFP Reportermäusen 14 Tage nach MCAO dargestellt. 
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) und Tregs mit Antikörper gegen EGFP (grün) 
markiert. 
3.6 Durchflusszytometrie der Makrophagen, dendritischen 
Zellen und Mikroglia im Gehirn nach MCAO 
In diesem Versuchsabschnitt sollte geklärt werden, ob 7, 14 und 30 Tage nach  MCAO 
antigenpräsentierende Zellen im Gehirn akkumulieren. Antigenpräsentierende Zellen 
sind wichtig für die Präsentation von Antigenen an T-Zellen und deren 
antigenspezifische Stimulation. Möglicherweise lässt sich eine zeitliche Korrelation der 
Akkumulation von T-Zellen und antigenpräsentierenden Zellen in ipsilateralen 
Hemisphären beobachten. 
Aus diesem Grund wurden Makrophagen, dendritische Zellen und Mikroglia in 
ipsilateralen und kontralaterale Gehirnhemisphären aus C57BL/6J Mäusen 7, 14 und 
30 Tage nach MCAO mit dem Durchflusszytometer untersucht. CD45 lässt sich in der 
Durchflusszytometrie als Marker zur Charakterisierung von Mikroglia, Makrophagen 
und dendritischen Zellen nach einer MCAO (Campanella et al., 2002; Felger et al., 
2010; Gelderblom et al., 2009) und Läsion im Gehirn (Babcock et al., 2003) einsetzen. 
Im ersten Dotplot wurde CD45 gegen SSC-A dargestellt. Damit ließen sich die 
Mikroglia, welche CD45 schwach (=CD45dim) exprimieren von den CD45 stark 
(=CD45high) exprimierenden dendritischen Zellen und Makrophagen unterscheiden. 
Letztere sind granulärer als Lymphozyten, welche ebenfalls mit CD45high identifizierbar 
sind, und lassen sich deshalb von diesen durch den SSC-A im ersten Dotplot 
unterscheiden. In der CD45dim Population wurden anschließend Mikroglia über den 
Marker CD11b identifiziert. Die dendritischen Zellen der CD45high Population sind mit 
Hilfe der Marker CD11b und CD11c identifizierbar. Die Makrophagen hingegen sind 
CD11c- und CD11b+ (Abb. 26). Mit einer sog. Backgate-Analyse und einer Projektion 
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des CD11b in den ersten CD45 vs. SSC-A Dotplot lässt sich das Analysefenster für die 
CD45high Makrophagen und DCs genau ausrichten. Ipsilesional war eine leichte 
Verschiebung der CD45dim Population im CD45 vs. SSC-A Dotplot zu beobachten. Die 
CD45dim Population war jedoch durchweg als distinkte Population identifizierbar 
(Abb. 27). Mikroglia, dendritische Zellen und Makrophagen wurden zusätzlich 
hinsichtlich der Expression des MHCII untersucht (Abb. 26). Mikroglia exprimieren im 
ruhenden Zustand kein MHCII, können jedoch nach Aktivierung MHCII+ werden (Aloisi 
et al., 2000). 
 
Abb. 26: Analyse der Mikroglia, dendritischen Zellen und Makrophagen mit dem 
Durchflusszytometer nach MCAO. Darstellung der Strategie zum setzten der 
Analysefenster anhand einer Probe aus der ipsilateralen Hemisphäre 14 Tage nach 
MCAO. CD45dim/CD11b+ Zellen wurden als Mikroglia charakterisiert. 
CD45high/CD11b+/CD11c- wurden als Makrophagen und CD45high/CD11b+/CD11c+ als 
dendritische Zellen charakterisiert. Der Anteil MHCII+ Zellen wurde anschließend in 




Abb. 27: Repräsentative Dotplots von isolierten Zellen aus dem Gehirn 7, 14 und 
30 Tage nach MCAO. (A) Ipsilateral ist im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre 
eine leicht Verschiebung der CD45dim Population im CD45 vs. SSC-A Dotplot zu sehen. 
Über den SSC-A lassen sich die Lymphozyten von den granuläreren CD45high 
Makrophagen und dendritischen Zellen unterscheiden. (B) Die CD11b+  Zellpopulation 
(blauer Konturenplot) wurde mit einer Backgate-Analyse in das erste CD45 vs. SSC-A 
Dotplot projiziert. Damit ließ sich das Analysefenster im CD45 vs. SSC-A Dotplot sehr 
genau auf die CD45high Makrophagen und dendritischen Zellen ausrichten. Gezeigt 
werden ipsilaterale Hemisphären der Proben vom Bild (A). 
3.6.1 Mikroglia akkumulieren in der ischämischen Hemisphäre und 
werden nach MCAO aktiviert 
Zunächst wurde die absolute Zellzahl der CD45dim/CD11b+ Mikroglia und der Anteil 
MHCII+ Mikroglia in der ipsilateralen und kontralateralen Hemisphäre bestimmt und die 
Mittelwerte ± SD verglichen (Abb. 28A–C). Am Tag 7 nach MCAO wurde in der 
ischämischen Hemisphäre mit 44777 ± 6938 Mikroglia im Vergleich zur kontralateralen 
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Hemisphäre mit 46687 ± 21999 Mikroglia kein Unterschied beobachtet. Ipsilateral war 
am Tag 14 (80652 ± 12743 Mikroglia) und Tag 30 (96604 ± 29405 Mikroglia) nach 
MCAO ein starke Zunahme in der Anzahl Mikroglia im Vergleich zur kontralateralen 
Hemisphäre (44573 ± 12246 und 38262 ± 4949 Mikroglia) und der ipsilateralen 
Hemisphäre von Tag 7 zu erkennen (Abb. 28A). Ebenfalls stieg die Anzahl der MHCII+ 
Mikroglia am Tag 14 (544 ± 357 Mikroglia) und Tag 30 (1321 ± 867 Mikroglia) nach 
MCAO im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre (96 ± 57 und 129 ± 27 Mikroglia) 
signifikant an (Abb. 28B). Hinsichtlich des prozentualen Anteils der MHCII+ Mikroglia 
war am Tag 14 und Tag 30 eine signifikante Erhöhung in der ischämischen 
Hemisphäre (0,64 ± 0,32 % und 1,29 ± 0,57 %) im Vergleich zur kontralateralen 
Hemisphäre (0,20 ± 0,06 % und 0,34 ± 0,07 %) zu sehen (Abb. 28C).  
 
Abb. 28: Akkumulation der Mikroglia und MHCII+ Mikroglia in der ischämischen 
Hemisphäre. 7, 14 und 30 Tage nach MCAO wurde die Anzahl der (A) 
CD45dim/CD11b+ Mikroglia  und (B) aktivierten MHCII+/CD45dim/CD11b+ Mikroglia in der 
ipsilateralen und kontralateralen Hemisphäre bestimmt. (C) Zusätzlich wurde zu diesen 
Zeitpunkten der prozentuale Anteil der MHCII exprimierenden Mikroglia berechnet. 
Verglichen wurden ipsilaterale Hemisphären mit kontralateralen Hemisphären mit dem 
Student t-Test (*P<0,05; **P<0,01). Vergleich der ipsilateralen Hemisphären von den 
Tagen 7, 14 und 30 mit ANOVA (Games-Howell Post Hoc Test; #P<0,05). Dargestellt 
sind Mittelwerte ± SD mit n = 3–5. 
3.6.2 Dendritische Zellen und Makrophagen infiltrieren in das 
ischämische Gehirn 
Die Mittelwerte ± SD der Anzahl dendritischer Zellen waren ipsilateral an den Tagen 7 
(1927 ± 676 Zellen), 14 (1125 ± 384 Zellen) und 30 (1385 ± 770 Zellen) nach MCAO im 
Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre (70 ± 52, 100 ± 94 und 34 ± 11 Zellen) 
signifikant erhöht (Abb. 29A). Die Anzahl der MHCII+ dendritischen Zellen war in der 
ischämischen Hemisphäre am Tag 14 (277 ± 159 Zellen) und Tag 30 
(176 ± 104 Zellen) signifikant höher als in den kontralateralen Hemisphären 
(39 ± 43,94 und 15 ± 7 Zellen; Abb. 29B). Zusätzlich ließ sich in der ipsilateralen 
Hemisphäre eine höhere Anzahl MHCII+ dendritischer Zellen am Tag 7 
(437 ± 201 Zellen) im Vergleich zu Tag 30 (176 ± 104 Zellen) beobachten. Die Anzahl 
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der Makrophagen war ipsilateral am Tag 14 mit 7162 ± 2029 Zellen und Tag 30 mit 
7703 ± 3899 Zellen im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre (247 ± 110 und 
366 ± 137 Zellen) signifikant erhöht (Abb. 29C). In der ischämischen Hemisphäre war 
an den Tagen 7 (121 ± 14 Zellen), 14 (328 ± 184 Zellen) und 30 (286 ± 177 Zellen) 
eine erhöhte Anzahl MHCII+ Makrophagen im Vergleich zur kontralateralen 
Hemisphäre (20 ± 9, 20 ± 17 und 15 ± 8 Zellen) zu sehen (Abb. 29D). 
 
Abb. 29: Akkumulation der Makrophagen und dendritischen Zellen in der 
ischämischen Hemisphäre. 7, 14 und 30 Tage nach MCAO wurde die Anzahl der (A) 
dendritischen Zellen, (B) MHCII+ dendritischen Zellen, (C) Makrophagen  und (D) 
MHCII+ Makrophagen bestimmt. Vergleich ipsilateraler Hemisphären mit 
kontralateralen Hemisphären mit dem Student t-Test (*P<0,05; **P<0,01) und 
ipsilateraler Hemisphären vom Tag 7, 14 und 30 mit ANOVA (Games-Howell Post Hoc 
Test; #P<0,05). Dargestellt sind Mittelwerte ± SD mit n = 3–5.  
3.7 Immunhistochemie antigenpräsentierender Zellen nach 
MCAO 
Das Ziel des nächsten Versuches war die zuvor mit dem Durchflusszytometer 
quantifizierten antigenpräsentierenden Zellen im Gehirn nach einer MCAO zu 
lokalisieren. Durch die immunhistochemische Untersuchung sollte zusätzlich überprüft 
werden, ob ein Zellkontakt zwischen den Foxp3EGFP+ Tregs und MHCII+ 
antigenpräsentierenden Zellen besteht.  
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Die dendritischen Zellen wurden mit einem Antikörper gegen CD11c markiert. In der 
Immunhistochemie gibt es momentan keinen spezifischen Marker zur Unterscheidung 
zwischen Makrophagen und Mikroglia, deswegen wurde ein Antikörper gegen Iba1 
verwendet, um Zellen mit monozytärer Herkunft zu markieren, wie Mikroglia, 
Makrophagen und myeloide dendritischen Zelle (Ito et al., 2001). Zusätzlich zu CD11c 
oder Iba1 wurde ein Antikörper gegen MHCII verwendet. Für die 
immunhistochemischen Versuche wurden Foxp3EGFP Reportermäuse verwendet.  
3.7.1 Zellkontakt antigenpräsentierender Zellen mit Tregs im Infarktgebiet 
Die CD11c+ und CD11c+/MHCII+ dendritischen Zellen konnten an den Tagen 7, 14 und 
30 nach MCAO in lokalen Anhäufungen in der ischämischen Hemisphäre detektiert 
werden (Abb. 30A). Kontralateral konnten keine CD11c+ oder MHCII+ im 
Hirnparenchym beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Es ließen sich ipsilateral 
Zellkontakte Foxp3EGFP+ Tregs mit MHCII+ dendritischen Zellen nachweisen 
(Abb. 30B).  
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Abb. 30: Immunhistochemischer Nachweis dendritischer Zellen im Infarktgebiet 
nach MCAO. 7, 14 und 30 Tage MCAO wurden frontale Kryoschnitte aus Foxp3EGFP 
Reportermäusen mit Antikörper gegen CD11c, MHCII und EGFP gefärbt. Die 
Untersuchung der gefärbten Schnitte erfolgte unter dem Konfokalmikroskop. (A) Die 
konfokalen Aufnahmen des Infarktgebietes zeigen lokale Anhäufungen von CD11c+ 
und CD11c+/MHCII+ dendritischen Zellen 7, 14 und 30 Tage nach MCAO. (B) MHCII+ 
dendritischen Zellen stehen in Zellkontakt mit EGFP+ Tregs. 
 71
Ergebnisse 
Iba1+/MHCII+ Zellen konnten an den Tagen 7, 14 und 30 im Infarktgebiet detektiert 
werden. Auffällig war, dass an den Tagen 14 und 30 nach MCAO eine Zunahme der 
Iba1+ und Iba1+/MHCII+ Zellen in der ischämischen Hemisphäre im Vergleich zu Tag 
7 zu beobachten war (Abb. 31A). Auch hier konnte ein Zellkontakt der EGFP+ Tregs 
mit den Iba1+/MHCII+ Zellen im Infarktgebiet gesehen werden (Abb. 31B). 
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Abb. 31: Immunhistochemischer Nachweis Iba1+ monozytärer Immunzellen. 
Frontale Kryoschnitte von Foxp3EGFP Reportermäusen wurden 7, 14 und 30 Tage 
nach MCAO mit Antikörper gegen Iba1, MHCII und EGFP gefärbt. Die Untersuchung 
der gefärbten Schnitte erfolgte unter dem Konfokalmikroskop. (A) Am Tag 7 sind im 
Infarktgebiet bereits MHCII+ monozytäre Immunzellen zu sehen. An den Tagen 14 und 
30 ist ein verstärkte Anhäufung Iba1+ und Iba1+/MHCII+ Immunzellen im Infarktgebiet 
zu erkennen. (B) Die monozytären Immunzellen stehen in Zellkontakt mit den EGFP+ 
Tregs. 
3.8 Expression immunologischer Moleküle nach MCAO im 
Gehirn 
Zunächst wurden die Expressionen verschiedener Moleküle aus den post-
ischämischen Hemisphären an den Tagen 7, 14 und 30 mit den jeweiligen 
kontralateralen Hemisphären verglichen (Abb. 32A). Am Tag 7 konnte keine 
signifikante Hochregulierung der Gene für DC-SIGN (1,1-fach), DC-LAMP(1,2-fach), 
IFN- (1,7-fach), MHCII (4,3-fach), CXCR3 (5,5-fach) und CCR7 (4,0-fach) im Vergleich 
zur kontralateralen Hemisphäre beobachtet werden. Am Tag 7 war ausschließlich eine 
Hochregulation des Gens ILT3 (45,3-fach) zu sehen (Abb. 32A). An den Tagen 14 und 
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30 wurde eine signifikante Hochregulierung der Gene IFN- (8,7-fach und 3,4-fach), 
MHCII (24,1-fach und 12,1-fach), CXCR3 (9,6-fach und 9,1-fach) und ILT3 (134,6-fach 
und 50,6-fach) detektiert. Zusätzlich war die Expression des MHCII in den 
ischämischen Hemisphären vom Tag 14 im Vergleich zur ischämischen Hemisphären 
von Tag 7 signifikant erhöht. Die Expression des ILT3 war am Tag 14 im Vergleich zu 
den Tagen 7 und 30 am stärksten (Abb. 32A). Ebenfalls war in der ischämischen 
Hemisphäre am Tag 30 die Expression des CCR7 (20,2-fach) im Vergleich zur 
Kontrolle erhöht. Am Tag 14 konnte mit 17,1-facher Expression im Vergleich zur 
Kontrolle keine signifikante Hochregulierung des CCR7 nachgewiesen werden. Bei 
dem Vergleich ischämischer Hemisphären vom Tag 30 mit der kontralateralen Seite 
konnte eine sehr geringe, jedoch signifikante, Erhöhung des DC-SIGN (1,3-fach) 
detektiert werden (Abb. 32A). Die Hochregulierung des DC-LAMP war zu keinem 
Zeitpunkt signifikant. Außerdem befand sich die mRNA-Menge der kontralateralen 
Seite vom Tag 30 unter der Detektionsgrenze, weshalb diese Gruppe nicht in der 
Auswertung berücksichtigt wurde. 
Im nächsten wurden die Expression der gleichen Moleküle aus den post-ischämischen 
Hemisphären mit den Hemisphären aus der Sham-Kontrolle verglichen (Abb. 32B). In 
der ischämischen Hemisphäre konnte am Tag 7 eine Hochregulierung der Expression 
des CXCR3 (43,2-fach) und ILT3 (73,4-fach) im Vergleich zu Sham-Kontrolle detektiert 
werden. Bei den Genexpressionen des DC-SIGN (1,2-fach), DC-LAMP (1,3-fach), 
IFN- (2,0-fach) und MHCII (13,5-fach) konnte am Tag 7 keine Hochregulierung 
nachgewiesen werden. Die Expression des CCR7 lag am Tag 7 in der Sham-Kontrolle 
unter der Detektionsgrenze. Am Tag 14 war in der ischämischen Hemisphäre eine 
erhöhte Expression des DC-SIGN (7,1-fach), DC-LAMP (10,4-fach), IFN- (9,4-fach), 
MHCII (67,8-fach), CXCR3 (40,8-fach), CCR7 (86,7-fach) und ILT3 (348,7-fach) zu 
erkennen. Am Tag 30 war die Expression der Gene für IFN- (4,8-fach), MHCII 
(20,6-fach), CXCR3 (18,3-fach), CCR7 (26,7-fach) und ILT3 (67,0-fach) signifikant 
erhöht (Abb. 32B). Bei DC-SIGN bestand mit 1,3-facher Regulierung am Tag 30 kein 
Unterschied im Vergleich zur Sham-Kontrolle. Die Expression des DC-LAMP war in der 
Sham-Kontrolle am Tag 30 unter der Detektionsgrenze. Am Tag 14 war in der 
ipsilateralen Hemisphäre die Expression des Gens DC-SIGN im Vergleich zu den 
Tagen 7 und 30 am stärksten. IFN- wurde am Tag 14 im Vergleich zu Tag 7 stärker 
exprimiert. Die Expression des ILT3 war am Tag 14 nach MCAO im Vergleich zu den 




Abb. 32: Genexpression diverser Moleküle nach MCAO im Gehirn. Für die 
Auswertung der Daten wurde die 2-ΔΔCT-Methode verwendet mit HPRT als 
Haushaltsgen. Die n-fache Expression diverser Moleküle in der ischämischen 
Hemisphäre 7, 14 und 30 Tage nach MCAO (dpMCAO) wurde im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrolle berechnet. Die Kontrollen sind in (A) kontralaterale Hemisphären  
und in (B) Hemisphären aus Sham-Mäusen. Dargestellt ist die n-fache Expression 
(= 2-ΔΔCT) gegenüber der jeweiligen Kontrolle als Mittelwerte und SD. Für den Vergleich 
der ischämischen Hemisphären mit kontralateralen Hemisphären wurde der paarige 
Student t-Test und beim Vergleich mit der Sham-Kontrolle der unpaarige Student t-Test 
verwendet (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). Für den multiplen Vergleich der 
ischämischen Hemisphären von den Tagen 7, 14 und 30 wurde ANOVA mit Tukey 
Post Hoc Test verwendet (#P<0,05; ##P<0,01). N = 3–5 pro Gruppe. N.d. = nicht 
detektierbar und dpMCAO = Tage nach MCAO. 
3.8.1 IL-2 wird im ischämischen Gehirn exprimiert 
IL-2 wird in der Literatur als ein wichtiges Zytokin für die Funktion, Homeostasis und 
Proliferation von Tregs beschrieben (Fontenot et al., 2005b; Setoguchi et al., 2005). 
Die Expression des Gens IL-2 konnte in kontralateralen Hemisphären aus Mäusen mit 
MCAO und Hemisphären aus der Sham-Kontrolle nicht detektiert werden. Deswegen 
lässt sich die 2-ΔΔCT-Methode in diesem Fall nicht auf IL-2 anwenden, da keine 
Kontrollgruppe zur Berechnung der n-fachen Expression in ischämischen Hemisphären 
verfügbar ist. Aus diesem Grund wurden die CT-Werte von IL-2 in ischämischen 
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Hemisphären mit dem Haushaltsgen HPRT normalisiert und die Expression der IL-2 
mRNA als 2-ΔCT-Werte dargestellt.  
Eine Expression der IL-2 mRNA konnte an den Tagen 14 und 30, jedoch nicht am Tag 
7, nach MCAO in der ischämischen Hemisphäre detektiert werden. Zwischen den 
Tagen 14 und 30 ließ sich kein Unterschied in der Expressionsstärke des IL-2 
beobachten (Abb. 33). 
 
Abb. 33: Expression der IL-2 mRNA in ischämischen Hemisphären. Mittelwerte ± 
SD der 2-ΔCT-Werte sind auf eine logarithmisch skalierte y-Achse aufgetragen. N = 3–5 
pro Gruppe. Vergleich der ischämischen Hemisphären vom Tag 14 mit Tag 30 durch 
den Student t-Test. N.d. = nicht detektierbar. 
3.9 Funktionalität Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs nach MCAO 
Innerhalb der ersten Woche nach MCAO konnte in der Studie von Liesz et al. (2009a) 
eine zerebroprotektive Wirkung der CD25+ Tregs nachgewiesen werden. Die Depletion 
der CD25+ Tregs vor der MCAO führte in dieser Studie zu größeren Infarktvolumina, 
schlechtere funktionelle Erholung und verstärkte die Aktivierung von Immunzellen. In 
der hier vorliegenden Studie sollte die späte Wirkung von CD25+ Tregs überprüft 
werden. Aus diesem Grund wurde mit der Injektion des depletierenden Antikörpers in 
Foxp3EGFP Reportermäuse drei Tage nach MCAO begonnen und am Tag 14 
wiederholt (siehe Versuchsübersicht in Abb. 9). Möglicherweise führt die tolerogene 
Wirkung autoreaktiver CD25+/Foxp3+ Tregs zu einer lang anhaltenden Protektion des 
Gehirns und beeinflusst die neuronale Regeneration. Diese Annahmen sollte über die 
Untersuchung der Infarktvolumina mit dem MRT an den Tagen 3 und 27 nach MCAO 
und der Ganganalyse an den Tagen 14 und 27 nach MCAO überprüft werden. 
Zusätzlich haben die Tregs möglicherweise einen direkten Einfluss auf die 
Akkumulation und Aktivierung von Immunzellen in der ipsilateralen Hemisphäre. Aus 
diesem Grund wurde am Tag 30 nach MCAO eine durchflusszytometrische Analyse 
der Immunzellen im Gehirn vorgenommen. 
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3.9.1 Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs sind nach Injektion des anti-CD25 
reduziert 
In der mit dem monoklonalen Antikörper anti-CD25 behandelten Gruppe war im Blut 
am Tag 9 nach MCAO der prozentuale Anteil Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs im Vergleich 
zur Isotypkontrolle um ca. 74% reduziert (Abb. 34). Am Tag 30 nach MCAO waren in 
der anti-CD25 Gruppe im Blut die Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs um ca. 36 % reduziert. 
Ebenfalls waren am Tag 30 die Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs der anti-CD25 Gruppe in 
der ischämischen Hemisphäre um ca. 20 %, in den zervikalen LK um ca. 16 % und in 
der Milz um ca. 32 % im Vergleich zur Isotypkontrolle reduziert (Abb. 34). 
 
Abb. 34: Durchflusszytometrische Analyse der Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs 9 und 
30 Tage nach MCAO. Der prozentuale Anteil der CD25+ Zellen in der Foxp3EGFP+ 
Gesamtpopulation wurde bestimmt und der Mittelwert der Isotypkontrolle als 100% 
gesetzt. Zur Ermittlung der prozentualen Reduktion der Foxp3EGFP+/CD25+ Tregs in 
der anti-CD25 Gruppe wurden die einzelnen Datenpunkte aus der anti-CD25 Gruppe 
und der Isotypkontrolle im Verhältnis zu dem 100 % Mittelwert der Isotypkontrolle 
berechnet. Am Tag 9 wurde Blut und am Tag 30 Blut, ipsilaterale Hemisphären, 
zervikale LK (zLK) und Milzen analysiert. Verglichen wurde jeweils die anti-CD25 
Gruppe (N= 11) mit der Isotypkontrolle (n = 9; Student t-Test, *P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001). Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
3.9.2 Läsionsvolumina nach anti-CD25 Injektion 
An den Tagen 3 und 27 nach MCAO wurden Messungen der Gehirne am MRT 
durchgeführt und daraus die Läsionvolumina abgeleitet (siehe Kapitel 2.2.6.3 und 
Abb. 10). Am Tag 3 nach MCAO betrug der Median des korrigierten Läsionsvolumen 
der anti-CD25 Gruppe 37,1 mm3 und der Isotypkontrolle 37,64 mm3. Am Tag 27 betrug 
der Median 43,5 mm3 bei der anti-CD25 Gruppe und 36,1 mm3 bei der Isotypkontrolle. 
Es konnte zu keinem Zeitpunkt nach der MCAO ein signifikanter Unterschied zwischen 
beiden Gruppen festgestellt werden (Abb. 35A). Zum Ausgleich der Varianz zwischen 
den Läsionsvolumina, welche durch die Operation und durch die biologische 
Variabilität bedingt ist, wurde ein relatives Läsionsvolumen berechnet. Hierfür wurde 
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das finale Läsionsvolumen (Tag 27) jeder Maus prozentual im Verhältnis zum initialen 
Läsionsvolumen (Tag 3) berechnet. Der Median des relativen Läsionsvolumen betrug 
bei der anti-CD25 Gruppe 117,0% und bei der Isotypkontrolle 110,2%. Bei dem 
statistischen Vergleich der beiden Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied 
festgestellt werden (Abb. 35B).  
 
Abb. 35: Mit dem MRT ermittelte Läsionsvolumen (LV) nach MCAO. An den Tagen 
9 und 14 nach MCAO wurde den Mäusen der monoklonale Antikörper anti-CD25 oder 
die Isotypkontrolle verabreicht. (A) Läsionsvolumina an den Tagen 3 und 27 nach 
MCAO. Am Tag 27 nach MCAO ließ sich kein Unterschied zwischen anti-CD25 Gruppe 
und Isotypkontrolle erkennen. (B) Dargestellt ist das relative Läsionsvolumen in %. 
Hierfür wurde das finale Läsionsvolumen im prozentualen Verhältnis zum initialen 
Läsionsvolumen berechnet. Bei dem Vergleich der anti-CD25 Gruppe und der 
Isotypkontrolle ließ sich kein Unterschied feststellen. In (A) und (B) sind die Daten als 
Boxplots mit Median, oberen und unteren Quartilen und Spannweite dargestellt. N = 11 
für die anti-CD25 Gruppe und n = 9 für die Isotypkontrolle. 
3.9.3 Gangverhalten nach MCAO mit anti-CD25 Injektion  
Nach einer MCAO finden langfristig Veränderungen im Gangverhalten der Mäuse statt. 
Die MCAO führt bei Mäusen während des Ganges zu einer Veränderung der 
Schwunggeschwindigkeit, dem Duty-Cycle  und der maximalen Kontaktfläche der 
Hinterpfoten, welche sich besonders auf der kontralateralen Körperseite beobachten 
lässt. Zusätzlich kommt es während des Ganges zu einer erhöhten Standdauer der 
Vorderpfoten und zu einer veränderten Phasendispersion, ein Parameter zum Ermitteln 
der Koordination zwischen den Pfoten (Hetze et al., 2012). Zur Durchführung einer 
Ganganalyse nach einer Depletion der CD25+ Tregs wurden an den Tagen 14 und 27 
nach MCAO Parameter im Gangverhalten untersucht, die durch eine MCAO 
beeinträchtigt sind (siehe Kapitel 2.2.6.4).  
In der Phasendispersion zwischen linker Vorderpfote und der rechten Hinterpfote war 
am Tag 14 eine Veränderung im Vergleich zur Grundlinie zu sehen. Bei dem direkten 
Vergleich der anti-CD25 Gruppe und der Isotypkontrolle an den Tagen 14 und 27 nach 
MCAO konnte jedoch kein Unterschied in der Phasendispersion beobachtet werden 
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(Abb. 36A). Ähnliche Ergebnisse waren in dem Regularitätsindex, welcher ebenfalls 
Rückschlüsse auf die Koordination des Ganges zulässt, zu erkennen (Abb. 36B). Bei 
dem Vergleich der maximalen Kontaktfläche der rechten Hinterpfote war eine 
Verminderung in beiden Gruppen an den Tagen 14 und 27 nach MCAO im Vergleich 
zur Grundlinie zu sehen. Zusätzlich war ein verminderter Einsatz der rechten 
Hinterpfote, angezeigt durch den Parameter Duty-Cycle, nach MCAO zu sehen. 
Hinsichtlich der maximalen Kontaktfläche und des Duty-Cycles war jedoch ebenfalls 
keine Veränderung durch die Depletion der CD25+ Tregs feststellbar (Abb. 36C und 
Abb. 36D). Bei der Untersuchung der normalisierten Schwunggeschwindigkeit der 
rechten Hinterpfote und der Standdauer der rechten Vorderpfote, welche nach der 
MCAO verändert sind, waren keine Unterschiede zwischen anti-CD25 Gruppe und 




Abb. 36: Die analysierten Parameter der Ganganalyse der anti-CD25 (-) Gruppe 
wurden mit der Isotypkontrolle (+) verglichen. (A) Phasendispersion von der linken 
Vorderpfote (LV) zur rechten Hinterpfote (RH). (B) Regularitätsindex. (C) Maximale 
Kontaktfläche und (D) Duty-Cycle der rechten Hinterpfote (RH). (E) Normalisierte 
Schwunggeschwindigkeit der rechten Hinterpfote (RH). (F) Standzeit der rechten 
Vorderpfote (RV). (A-F) Die Daten sind als Boxplots mit 5 – 95 Perzentilen als Whisker 
dargestellt. Die vor der MCAO aufgenommen Werte zur Ermittlung der Grundlinie sind 
im Hintergrund als grauer Diagrammblock dargestellt. Die gepunktete Linie stellt den 
Median dar. Im dunkleren Grau ist oberes und unteres Quartil und im helleren Grau 
sind die 5–95 Perzentile dargestellt. Vergleich der Effektgrößen mit dem Student 
t-Test. N = 11 für die anti-CD25 Gruppe und n = 9 für die Isotypkontrolle. 
3.9.4 Infiltration der Immunzellen und Aktivierung der Mikroglia im 
ischämischen Gehirn nach anti-CD25 Injektion 
Zur Überprüfung der Auswirkung einer Depletion der CD25+ Tregs auf Immunzellen im 
Gehirn nach MCAO wurden Zellsuspensionen aus ischämischen Hemisphären am Tag 
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30 mit dem Durchflusszytometer analysiert. Bei dem Vergleich post-ischämischer 
Hemisphären der Gruppe mit dem Antikörper anti-CD25 und der Isotypkontrolle konnte 
in der Anzahl CD45dim/CD11b+ Mikroglia, CD45high/CD11b+ Zellen und CD4+ T-Zellen 
kein Unterschied nachgewiesen werden (Abb. 37A-C). Außerdem war bei dem 
Vergleich der anti-CD25 Gruppe und der Isotypkontrolle in dem prozentualen Anteil 
MHCII+ Mikroglia kein Unterschied zu sehen (Abb. 374D). 
 
Abb. 37: Durchflusszytometrische Analyse der Zellsuspensionen aus 
ischämischen Hemisphären 30 Tage nach MCAO. Dargestellt sind Daten aus 
ischämischen Hemisphären der anti-CD25 Gruppe und der Isotypkontrolle. Daten der 
kontralateralen Hemisphäre sind aus der Gruppe der Isotypkontrolle. Anzahl (A) 
CD45dim/CD11b+ Mikroglia, (B) CD45high/CD11b+ Zellen und (C) CD4+ T-Zellen. (D) 
Prozentualer Anteil der MHCII+ Zellen in der Mikroglia Population. (A-D) Verglichen 
wurden ischämische Hemisphären der anti-CD25 Gruppe (n = 11) mit der 
Isotypkontrolle (n = 9) mit dem Student t-Test. Daten sind als Mittelwerte ± SD 
dargestellt. 
3.9.5 Anti-CD25 Injektion führt zu einem verminderten Anteil aktivierter 
CD4+ T-Zellen 
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung des monoklonalen 
Antikörpers gegen CD25 während einer inflammatorischen Immunantwort zu einer 
Reduzierung in der Anzahl aktivierter CD4+ T-Zellen, welche transient CD25 
exprimieren können, führen kann (Couper et al., 2009). In der hier vorliegenden Arbeit 
konnte gezeigt werden, dass nach einer MCAO der prozentuale Anteil aktivierter CD4+ 
T-Zellen in der ischämischen Hemisphäre erhöht ist (Abb. 18). Aus diesem Grund 
wurde als nächstes der Anteil aktivierter CD4+ T-Zellen im Blut, Gehirn und 
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lymphatischen Organen nach MCAO mit anti-CD25 Injektion untersucht und mit der 
Isotypkontrolle verglichen. An den Tagen 9 und 30 nach MCAO war eine sehr geringe 
Anzahl CD25+/Foxp3EGFP- Zellen im Blut zu sehen (Abb. 38A), weshalb ein Vergleich 
der anti-CD25 Gruppe und Isotypkontrolle in dem Fall nicht möglich war. In 
ischämischen Hemisphären, zervikalen LK und Milz war am Tag 30 nach MCAO eine 
ausreichende Menge aktivierter CD4+ T-Zellen mit dem Durchflusszytometer 
detektierbar (Abb. 38B). Bei dem Vergleich der anti-CD25 Gruppe mit der 
Isotypkontrolle war in der anti-CD25 Gruppe in den zervikalen LK und Milz ein 
verminderter Anteil CD25+/Foxp3EGFP-/CD4+ Zellen zu beobachten. Zwischen den 
ischämischen Hemisphären der Gruppe mit anti-CD25 und der Isotypkontrolle war kein 
Unterschied in dem Anteil aktivierter CD4+ T-Zellen zu sehen (Abb. 38C). 
 
Abb. 38: Durchflusszytometrische Analyse der aktivierten CD4+ T-Zellen in der 
anti-CD25 Gruppe und der Isotypkontrolle. Hierfür wurde der prozentuale Anteil 
CD25+ T-Zellen (= aktivierte CD4+ T-Zellen) in der CD4+/EGFP- Zellpopulation 
bestimmt. (A) Repräsentative Dotplots aus Blutzellen von den Tagen 9 und 30 nach 
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MCAO. Der prozentuale Anteil der aktivierten CD4+ T-Zellen ist im Blut sehr gering. (B) 
Repräsentative Dotplots von Proben aus ipsilateralen Hemisphären, zervikalen LK 
(zLK) und Milz am Tag 30 nach MCAO. (C) Statistischer Vergleich der ipsilateralen 
Hemisphären, zervikalen LK (zLK) und Milz aus der anti-CD25 Gruppe mit der 
Isotypkontrolle. Der Student t-Test wurde für den Vergleich beider Gruppen mit 
*P<0,05 angewendet. Dargestellt sind Mittelwerte und SD. N=11 für anti-CD25 und n=9 




Die aufgestellte Hypothese konnte in dieser Studie zum Teil bestätigt werden. Es 
wurde erstmalig gezeigt, dass nach Läsion im Gehirn eine Expansion von Foxp3+ 
Tregs durch Proliferation stattfindet. Diese Expansion ging mit einer Akkumulation von 
peripheren Leukozyten und lokalen Mikroglia einher. An den Tagen 14 und 30 nach 
MCAO konnte eine besonders starke Akkumulation von CD4+ T-Zellen und Mikroglia in 
der post-ischämischen Hemisphäre beobachtet werden. Durch den Kontakt der Foxp3+ 
Tregs mit MHCII Molekülen im Gehirn kann lokal eine antigenspezifische Reaktivierung 
stattfinden. In diesem Zusammenhang konnte eine lokale Proliferation von Foxp3+ 
Tregs nach Ischämie im Gehirn beobachtet werden. Zusätzlich wurden Faktoren im 
Gehirn exprimiert, die bei Inflammation, Rekrutierung von Immunzellen und 
Toleranzinduktion eine Rolle spielen. Diese Beobachtungen sind neu und beschreiben 
eine späte Immunreaktion im Gehirn, die bisher noch weitgehend unerforscht ist. Im 
letzten Abschnitt dieser Studie sollte der Einfluss der CD25+ Tregs auf neurologische 
und funktionelle Endpunkte bis zu 30 Tage nach MCAO analysiert werden. Nach einer 
Depletion der CD25+ Tregs konnte kein Unterschied in den Infarktvolumina, der 
Ganganalyse und den Immunzellen im Gehirn im Vergleich zur Kontrolle beobachtet 
werden. Demnach bleibt die Frage offen, welche funktionelle Bedeutung CD4+ Tregs 
zu späten Zeitpunkten nach Läsion haben. 
4.1 Immunantwort nach entorhinaler Kortexläsion 
Immunhistochemisch können CD4+ T-Zellen bis zu 90 Tage nach ECL im Parenchym 
des Gehirns nachgewiesen werden (Bechmann et al., 2001). Gleichzeitig können 
Myelin-phagozytierenden MHCII+ Mikroglia im Parenchym beobachtet werden 
(Bechmann et al., 2001). MHCII-restringierte Myelin-spezifische CD4+ T-Zellen 
gehören zum normalen T-Zellrepertoire (Burns et al., 1983, 1986; Mazzanti et al., 
1998; Schluesener and Wekerle, 1984) und in zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass 
bei Multipler Sklerose und dem Mausmodell EAE proinflammatorische CD4+ T-Zellen 
spezifisch gegen Myelinproteine neuronale Degeneration verursachen (Weaver et al., 
2006; Zamvil and Steinman, 1990). Nach axonaler Läsion können CD4+ T-Zellen 
spezifisch gegen Myelinproteine eine protektive Wirkung entfalten und einen Einfluss 
auf regenerative Prozesse haben (Hauben et al., 2000; Moalem et al., 1999). Die 
Wirkung autoreaktiver T-Zellen im Gehirn hängt vom T-Zelltyp und dem 
Aktivierungsstatus ab (Wolf et al., 2002). In dem ersten Teil der gegenwärtigen Studie 
wurde die Anzahl der CD4+ T-Zellen und Foxp3+ Tregs im lädierten Gehirnareal nach 
ECL durchflusszytometrisch bestimmt und es konnte beobachtet werden, dass Foxp3+ 
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Tregs an den Tagen 14 und 30 nach ECL im lädierten Gehirnareal akkumulieren. 
Foxp3+ Tregs sind eine spezialisierte Gruppe immunsuppressorischer T-Zellen, welche 
zur Eindämmung der Inflammation im ZNS beitragen können (Kohm et al., 2002; 
Sakaguchi et al., 2008). Demnach kann die Präsenz autoreaktiver Foxp3+ Tregs im 
lädierten Gehirn zu einer langfristig anhaltenden protektiven Autoimmunität führen. 
Mutlu et al. (2006) konnten zeigen, dass nach ECL die Scores von Mäusen mit einer 
induzierten EAE vermindert waren. Bislang konnte jedoch kein kausaler 
Zusammenhang der tolerogenen Wirkung Foxp3+ Tregs im Gehirn nach ECL mit der 
verminderten Inflammation nach Induktion einer EAE nachgewiesen werden. 
Die verstärkte Präsenz der Tregs nach ECL an den Tagen 14 und 30 im Vergleich zu 
Tag 7 und der Peripherie wirft die Frage auf, ob lokal im Gehirn eine Induktion von 
Tregs über MHCII stattfindet, welche in der Expansion dieses Zelltyps resultiert. In 
diesem Zusammenhang konnte immunhistochemisch ein Zellkontakt Foxp3+ Tregs mit 
MHCII+/Iba1+ Zellen nachgewiesen werden. Iba1 ist ein Marker für Mikroglia im 
gesunden Gehirnparenchym und Mikroglia können den Rezeptor MHCII nach 
Aktivierung auf der Zelloberfläche exprimieren und somit Antigene präsentieren (Aloisi 
et al., 2000; Shrikant and Benveniste, 1996). Iba1 ist jedoch auch ein Marker für 
periphere Leukozyten mit monozytärer Herkunft, wie zum Beispiel Makrophagen (Ito et 
al., 2001). Eine Schwierigkeit bei der immunhistochemischen Untersuchung von 
Mikroglia ist demnach, dass nach einer Verletzung des Gehirns diese nach 
morphologischen Kriterien nicht mehr von den infiltrierten Makrophagen unterscheidbar 
sind (Babcock et al., 2003). Die Iba1+ Zellen in der Umgebung der Läsion könnten 
demnach Gehirn-residente Mikroglia oder periphere Makrophagen aus der Peripherie 
oder dem perivaskulären Raum sein (Babcock et al., 2003; Bechmann and Nitsch, 
1997a, 1997b; Bechmann et al., 2001). 
4.2 Immunantwort nach ischämischer Läsion 
Die Anzahl Foxp3+ Tregs im Gehirn war nach ECL sehr gering. Aus diesem Grund 
wurden weitere Fragestellungen in dem Modell der MCAO bearbeitet, da für die ex vivo 
Analyse am Durchflusszytometer eine wesentlich höhere Anzahl Immunzellen im 
Vergleich zur ECL aus dem Gehirn isoliert werden konnte und somit eine weitere 
Charakterisierung der Tregs möglich war. Zusätzlich konnten nach ECL in den 
lymphatischen Organen keine Veränderungen in der CD4+ Population beobachtet 
werden. Durch eine stärkere Aktivierung des Immunsystems nach einer MCAO können 
deswegen in diesem Modell Auswirkungen auf die CD4+ Population und Foxp3+ Tregs 
in der Peripherie besser untersucht werden.  
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Die Erforschung der Immunreaktionen nach einem ischämischen Infarkt sind von hoher 
klinischer Relevanz, da durch die lokale Aktivierung von Immunzellen und Infiltration 
peripherer Leukozyten in das Gehirn eine sekundären Schädigung des neuronalen 
Gewebes verursacht wird (Nilupul Perera et al., 2006; Wang et al., 2007). Zusätzlich 
kommt es innerhalb von Tagen nach einem Schlaganfall zu einer systemischen 
Immundepression, welche als eine wesentliche Ursache für Schlaganfall-assoziierte 
Infektionen, die mit einer signifikant höheren Letalität verbunden sind, betrachtet wird 
(Meisel et al., 2005). Die akute Aktivierung des Immunsystems und Akkumulation 
peripherer und lokaler Immunzellen im Gehirn nach einem ischämischen Infarkt wird in 
der Literatur sehr ausführlich beschrieben (Gelderblom et al., 2009; Liesz et al., 2009b; 
Wang et al., 2007). Durch den Zusammenbruch der Bluthirnschranke kurz nach der 
Ischämie fließen Gehirnantigene in drainierende zervikale LK (van Zwam et al., 2009) 
und die Infiltration peripherer Leukozyten in das Gehirn wird verstärkt (Gelderblom et 
al., 2009; Neumann-Haefelin et al., 2000; Wang et al., 2007). In diesem 
Zusammenhang kann eine Akkumulation von  Leukozyten und Mikroglia im 
ischämischen Hirnareal innerhalb der ersten Woche nach Ischämie beobachtet werden 
(Gelderblom et al., 2009; Jander et al., 1995; Wang et al., 2007) und es findet eine 
systemische Immunreaktion statt (Dirnagl et al., 2007; Offner et al., 2005, 2006; Prass 
et al., 2003; Wang et al., 2007). Innerhalb von Stunden lassen sich bereits erhöhte 
Mengen an Zytokinen, Chemokinen und Chemokinrezeptoren im Gehirn nachweisen 
(Offner et al., 2005). In der akuten Phase nach MCAO sind es Zellen, wie zum Beispiel 
Makrophagen und Neutrophile, und Toll-like-Rezeptoren des angeborenen 
Immunsystems, die aktiviert werden (Chamorro et al., 2012). Die Aktivierung von T- 
und B-Zellen, den Zellkomponenten des adaptiven Immunsystems, ist in der akuten 
Phase unspezifisch (Kleinschnitz et al., 2010). Zusätzlich haben die T-Zellen einen 
langfristigen Einfluss auf den neurologischen Genesungsprozess und eine mukosale 
Immunisierung vor der Ischämie mit Gehirnantigenen kann den Genesungsprozess 
durch eine Tregs ausgerichtete T-Zellantwort fördern (Gee et al., 2008, 2009). Es 
finden in der Tat spezifische Immunantworten gegen Gehirnantigene statt, denn die 
Anzahl der T-Zellen mit Immunreaktivität gegen MBP ist in Patienten nach einem 
Schlaganfall in der Peripherie erhöht (Wang et al., 1992). Die Rolle von autoreaktiven 
Foxp3+ Tregs im post-akuten Verlauf des (experimentellen) Schlaganfalls ist 
weitgehend unbekannt. 
4.2.1 T-Zellen im Gehirn und in der Peripherie nach MCAO 
Interessanterweise ließ sich nach MCAO, ähnlich wie nach einer ECL, eine sehr starke 
Akkumulation der CD4+ T-Zellen mit einem Anstieg des Anteils Foxp3+ Tregs an den 
Tagen 14 und 30 beobachten. Diese Beobachtung ließ sich demnach in zwei 
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unabhängigen Modellen mit unterschiedlichen auf das Gehirn wirkenden 
pathologischen Stimuli reproduzieren. In der hier vorgelegten Arbeit konnte zum ersten 
Mal nach MCAO eine späte Infiltration und Akkumulation peripherer Lymphozyten im 
Gehirn beobachtet werden, welche zeitlich getrennt von der ersten in der Literatur 
beschriebenen Akkumulation von T-Lymphozyten abläuft (Stubbe et al., 2013). 
Neben der Akkumulation Foxp3+ Tregs waren im post-ischämischen Gehirn vermehrt 
aktivierte CD4+ Effektor-T-Zellen zu sehen (Abb. 18) und an den Tagen 14 und 30 
konnte in der ischämischen Hemisphäre eine erhöhte Expression der mRNA des 
Zytokins IFN- detektiert werden (Abb. 32). In der ersten Woche nach MCAO tragen 
CD4+ Th1-Zellen durch die Sekretion von IFN- zur Inflammation im Gehirn bei (Liesz 
et al., 2009a). Weitere Quellen für IFN- im Gehirn können CD8+ Zellen und natürliche 
Killerzellen in der akuten Phase nach MCAO sein (Yilmaz et al., 2006). Die Rolle 
aktivierter CD4+ T-Zellen und die Wirkung des Zytokins IFN- zwischen den Tagen 7 
und 30 nach einem Schlaganfall sind bislang unerforscht. Die Antwort der CD4+ 
Effektor-T-Zellen kann in Abhängigkeit des Subtyps unterschiedliche Auswirkungen auf 
das lokale Immungeschehen im Gehirn haben. Th1- und Th17-Zellen sekretieren 
proinflammatorische Zytokine und vermitteln destruktive Autoimmunität und führen zu 
Neurodegeneration wie bei der Multiplen Sklerose und EAE (Weaver et al., 2006; 
Zamvil and Steinman, 1990). Th2-Zellen vermitteln protektive Autoimmunität und 
können Regenerationsprozesse nach einer Läsion fördern (Jäger and Kuchroo, 2010; 
Korn et al., 2009). Der Einfluss der aktivierten CD4+ T-Zellen ab Tag 7 nach MCAO 
wurde in dieser Doktorarbeit nicht näher untersucht und es bleibt die Frage offen, ob 
CD4+ T-Zellen zwischen den Tagen 7 und 30 nach MCAO eine Quelle für das 
proinflammatorische Zytokin IFN- im Gehirn sind.  
In einem weiteren Versuch wurden Veränderungen in der Beschaffenheit des TCR auf 
CD4+ T-Zellen in lymphatischen Organen und im Gehirn untersucht, um einen 
möglichen Rückschluss auf die Lokalität spezifischer Aktivierung oder Anergie von 
CD4+ T-Zellen ziehen zu können (Viganò et al., 2012). Der TCR wird während der 
Ontogenese aus den diskontinuierlichen Gensegmenten V und J in der -Kette und V,J 
und D in der -Kette encodiert. Durch die somatische Rekombination der DNA dieser 
Segmente entsteht eine hohe Diversität des -TCR spezifisch gegen eine sehr große 
Vielfalt an Antigenen (Wilson et al., 1988). Nach einer EAE zum Beispiel können im 
ZNS vermehrt autoreaktive V8.1-TCR+/CD4+ Zellen mit einem inflammatorischen 
Phänotyp und enzephalitogenen Eigenschaften  detektiert werden (Fazilleau et al., 
2006; Madakamutil et al., 2003). In der hier vorgelegten Arbeit wurden exemplarisch 
zwei Mitglieder der V-Familie am Tag 14 nach MCAO untersucht. Interessanterweise 
war nach MCAO ausschließlich im Gehirn, jedoch nicht in den lymphatischen Organen, 
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der Anteil CD4+/FoxpEGFP- Zellen und Foxp3EGFP+ Tregs, welche positiv für den 
V8.1/8.2-TCR waren, signifikant vermindert. Bei dem V11-TCR war in den 
lymphatischen Organen kein Unterschied zwischen MCAO und Sham-Kontrolle zu 
beobachten. Der Anteil V11+-TCR war in diesem Fall ausschließlich in der 
CD4+/Foxp3EGFP- Population der post-ischämischen Hemisphäre erhöht. Demnach 
konnten nach MCAO im Gehirn Veränderungen in der Spezifität der lokalen CD4-
Population beobachtet werden. 
Neben dem lokalen Immungeschehen im Gehirn konnten in der Peripherie auf 
zellulärer Ebene Veränderungen nachgewiesen werden. Parallel zur Akkumulation 
Foxp3+ Tregs im Gehirn wurde am Tag 14 nach MCAO, jedoch nicht an den Tagen 7 
und 30, in den LK und der Milz eine erhöhter Anteil Foxp3+ Tregs detektiert. Hinzu kam, 
dass am Tag 14 nach MCAO die Gesamtzahl der CD4+ Zellen, jedoch nicht der Foxp3+ 
Tregs, in inguinalen LK und Milz vermindert war. Die Beobachtung, dass nach MCAO 
die Anzahl Lymphozyten in Milz, Thymus und Blut verringert ist, wird in der Literatur 
beschrieben (Gendron et al., 2002; Offner et al., 2006; Prass et al., 2003). Neben der 
Abnahme in der Anzahl Lymphozyten konnte 4 Tage nach MCAO eine Zunahme in 
dem Anteil der Foxp3+ Tregs in der Milz beobachtet werden (Offner et al., 2006). In 
Prass et al. (2003) wurden reduzierte Mengen Lymphozyten ab 12 h bis mehrere 
Wochen nach MCAO in der Milz, Blut und im Thymus nachgewiesen. In der gleichen 
Studie wurde eine erhöhte Menge apoptotischer Splenozyten und Thymozyten 12 h 
nach MCAO detektiert. Zusätzlich konnte eine verstärkte Produktion des Zytokins IL-4 
von Th2-Zellen im Verhältnis zur Produktion des Zytokins IFN- von Th1-Zellen 
beobachtet werden (Prass et al., 2003). Diese Effekte sind ein Resultat der 
systemischen Immundepression verursacht durch die Aktivierung des sympathischen 
Nervensystems (SNS), sowie zum Teil der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse (HPA) und dadurch anschließenden Freisetzung von Catecholaminen und 
Glukokortikoiden (Prass et al., 2003). In der hier vorliegenden Studie konnte nach 
MCAO keine Expansion durch Proliferation und de novo Induktion der Foxp3+ Tregs in 
der Peripherie nachgewiesen werden. Die Veränderungen in dem Anteil Foxp3+ Tregs 
und die Abnahme der Gesamtzahl CD4+ T-Zellen könnten demnach durch 
apoptotische Prozesse verursacht sein. Inwiefern, die über den SNS gesteuerte 
systemische Immundepression und möglicherweise selektiven apoptotischen Prozesse 
am Tag 14 nach MCAO zu einer Erhöhung des Anteils Foxp3+ Tregs in der Peripherie 
beitragen, müsste durch weitere Versuche geklärt werden.  
4.2.1.1 Expansion Foxp3+ Tregs nach Ischämie im Gehirn 
Nach ECL und MCAO konnte eine erhöhter Anteil Foxp3+ Tregs mit einer 
gleichzeitigen Akkumulation CD4+ T-Zellen im Gehirn nachgewiesen werden. Foxp3+ 
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Tregs hatten direkten Zellkontakt mit MHCII+ antigenpräsentierenden Zellen und es 
wurden auf mRNA-Ebene Faktoren nachgewiesen, die im ischämischen Gehirn die 
Rekrutierung und Regulation von Immunzellen kontrollieren. Über die Mechanismen, 
die zu einer Akkumulation von Foxp3+ Tregs im post-ischämischen Gehirn  führen ist 
bislang nichts bekannt. Ein möglicher Mechanismus ist die Proliferation. Tregs können 
nach einer antigenspezifischen Stimulation durch dendritische Zellen (Yamazaki et al., 
2003) oder nach einer unspezifischen Stimulation mit IL-2 und Rapamycin zur 
Proliferation angeregt werden (Battaglia et al., 2005; Shin et al., 2011). Eine weitere 
Möglichkeit für die Akkumulation von Foxp3+ Tregs im Gehirn könnte die de novo 
Generierung induzierter Foxp3+ Tregs aus naiven CD4+ T-Zellen sein. Neben den 
natürlich vorkommenden Foxp3+ Tregs, welche im Thymus gebildet werden, können in 
der Peripherie Foxp3+ Tregs aus naiven CD4+/Foxp3- Zellen durch dendritische Zellen 
antigenspezifisch de novo generiert werden (Kretschmer et al., 2005). Mikroglia sind 
ebenfalls in der Lage nach einer milden Stimulation Foxp3+ Tregs aus naiven 
CD4+/Foxp3- Zellen antigenspezifisch zu generieren (Ebner et al., submitted). Im ZNS 
können Neurone und Astrozyten Foxp3+ Tregs aus enzephalitogenen Effektor-T-Zellen 
bilden (Liu et al., 2006; Trajkovic et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass 
spezifisch gegen MOG induzierte Foxp3+ Tregs die Fähigkeit besitzen eine EAE 
effektiv zu supprimieren (Selvaraj and Geiger, 2008).  
Zunächst wurden die Lymphozyten mithilfe des Proliferationsmarkers Ki-67 analysiert. 
Ki-67 ist ein Protein, welches ausschließlich in proliferierenden Zellen vorhanden ist, 
jedoch nicht in ruhenden Zellen (Scholzen and Gerdes, 2000). Ki-67 wurde zuvor 
schon zur Detektion proliferierender T-Zellen nach Antigenstimulation verwendet (Chen 
et al., 2010; Soares et al., 2010). An den Tagen 7 und 14 nach MCAO waren im Gehirn 
um die 60 % der Foxp3+ Tregs positiv für Ki-67 (Abb. 19). Eine Möglichkeit ist, dass 
Foxp3+ Tregs in peripheren lymphatischen Organen aktiviert werden und in einen 
proliferativen Zustand übergehen und in diesem Zustand in das Gehirn infiltrieren, 
denn Tregs können ohne eine anhaltende Antigenstimulation klonal expandieren (Lee 
et al., 2008). In den peripheren lymphatischen Organen und im Blut waren jedoch 
keine Unterschiede in dem Anteil Ki-67+ Tregs zu sehen (Abb. 20). Wahrscheinlicher 
ist, dass in diesem Modell die Proliferation Foxp3+ Tregs im Gehirn nach lokaler 
Reaktivierung stattfand, denn immunhistochemisch konnten Foxp3+ Tregs in der 
Teilungsphase direkt im Infarktgebiet nachgewiesen werden (Abb. 25) und am Tag 14 
konnte in der ischämischen Hemisphäre eine Verminderung des Anteils CD25+/Foxp3+ 
Tregs in der Foxp3+ Population gesehen werden (Abb. 17C). Bei einer Proliferation der 
Foxp3+ Tregs kommt es zur Regulation des CD25 (Fontenot et al., 2005a; Gavin et al., 
2001). Zusätzlich wurde in ischämischen Hemisphären eine erhöhte Expression des 
Zytokins IL-2 detektiert (Abb. 33). IL-2 ist ein wichtiges Zytokin für die Kontrolle der 
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Proliferation von Tregs (Fontenot et al., 2005b; Setoguchi et al., 2005) und kann die 
Proliferation der Tregs im Gehirn nach MCAO regulieren. Dass kein IL-2 am Tag 7 
detektiert werden konnte lässt sich methodisch begründen, denn die Gesamt-RNA 
wurde aus ganzen Hemisphären extrahiert und am Tag 7 war nur eine sehr geringe 
Anzahl Lymphozyten im Gehirn detektierbar.  
Um zu überprüfen, ob induzierte Tregs im Gehirn oder in der Peripherie nach MCAO 
aus naiven CD4+/CD45RBhigh Zellen entstehen, wurde eine etablierte Methode des 
adoptiven Zelltransfers verwendet (Curotto de Lafaille et al., 2004). Nach einer 
Immunisierung mit dem Peptid MBP kann über die Vermehrung von TGF- 
exprimierenden T-Zellen eine immunologische Toleranz gegenüber Gehirnantigenen 
erwirkt werden (Becker et al., 2003, 1997; Gee et al., 2008). Möglicherweise kann 
unter normalen Bedingungen eine Induktion über den MOG-spezifischen TCR 
stattfinden, da Gehirnantigene nach einer Ischämie in die Peripherie freigesetzt 
werden. Aus diesem Grund wurden im ersten Versuchsansatz naive CD4+/CD45RBhigh 
Zellen mit einem TCR spezifisch gegen MOG sortiert und einen Tag vor der Operation 
in T- und B-Zelldefiziente Mäuse transferiert. Am Tag 14 nach MCAO ließ sich jedoch 
keine Neuentstehung von Tregs im Vergleich zur Sham-Kontrolle sehen (Abb. 23A). In 
dem nächsten Versuchansatz wurden naive CD4+/CD45RBhigh Zellen aus 
Wildtypmäusen des Stamms C57BL/6J transferiert, um ein natürliches TCR-Repertoire 
für eine Antwort gegen eine breites Spektrum an Antigenen zu ermöglichen. 
Gleichzeitig wurden B-Zellen transferiert, um die Defizienz dieser in den RAG1-/- 
Mäusen zu kompensieren. Bis Tag 14 nach MCAO fand auch in diesem 
Versuchsansatz keine Neuentstehung von Foxp3+ Tregs statt (Abb. 23B). Es ließ sich 
in beiden Versuchsansätzen eine Akkumulation von CD4+ T-Zellen im Gehirn 
beobachten, weshalb eine Aktivierung in der Peripherie stattgefunden haben muss. In 
diesen Versuchsansätzen könnten jedoch Komponenten des Immunsystems fehlen, 
wie zum Beispiel Gedächtnis-T-Zellen und CD8+ Zellen, die für die Bildung eines 
molekularen Milieus notwendig sind, welche die Induktion von Tregs nach einer MCAO 
ermöglichen. 
4.2.2 Der Einfluss antigenpräsentierender Zellen nach ischämischer 
Läsion 
In der Peripherie können unreife dendritische Zellen Tregs induzieren und reaktivieren 
(Guo et al., 2008; Kretschmer et al., 2005; Liang et al., 2005), während im Gehirn 
Mikroglia nach Aktivierung das Molekül MHCII hoch regulieren, Antigene präsentieren 
und infiltrierende T-Zellen restimulieren können (Aloisi et al., 2000; Shrikant and 
Benveniste, 1996). Makrophagen migrieren nach einer Ischämie aus dem Blut in das 
Infarktgebiet (Gelderblom et al., 2009; Ito et al., 2001). CD11c+ dendritische Zellen 
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können aus dem Gehirn und der Peripherie stammen und nach einer Ischämie in das 
Infarktgebiet migrieren (Bulloch et al., 2008; Felger et al., 2010; Prodinger et al., 2011). 
An den Tagen 14 und 30 nach MCAO wurde mit dem Durchflusszytometer in der 
ischämischen Hemisphäre eine verstärkte Akkumulation MHCII- Mikroglia und 
aktivierter MHCII+ Mikroglia nachgewiesen (Abb. 28). Die Akkumulation und Aktivierung 
der Mikroglia in der ischämischen Hemisphäre fand folglich zeitgleich zur Akkumulation 
der CD4+ Zellen und Foxp3+ Tregs statt. In diesem Zusammenhang ließ sich an den 
Tagen 14 und 30 eine erhöhte Expression der mRNA des MHCII Rezeptors in 
ischämischen Hemisphären nachweisen (Abb. 32) und mikroskopisch ließ sich eine 
starke Akkumulation Iba1+ und Iba1+/MHCII+ Zellen im Infarktgebiet nachweisen, wobei 
die Akkumulation an den Tagen 14 und 30 am stärksten war. Im Gehirn konnte ein 
direkter Kontakt Foxp3+ Tregs zu dem MHCII-Molekül auf CD11c+ dendritischen Zellen 
und Iba1+ Zellen detektiert werden (Abb. 30 und Abb. 31). Im Gegensatz zur späten 
Akkumulation der Mikroglia an den Tagen 14 und 30 war die Anzahl der Makrophagen 
und dendritischen Zellen an den Tagen 7, 14 und 30 erhöht (Abb. 29). Die Anzahl der 
Mikroglia war jedoch zu jeder Zeit 10- bis 40-fach höher im Vergleich zur Anzahl der 
Makrophagen und dendritischen Zellen. In dem Modell der EAE spielen Mikroglia in 
Abhängigkeit von der Phase des Krankheitsverlaufs eine wichtige Rolle in der 
Aktivierung und Regulierung der Immunantwort (Almolda et al., 2010). Die frühe 
T-Zellantwort innerhalb der ersten Tage nach MCAO hängt nicht mit adaptiven 
Immunmechanismen zusammen (Kleinschnitz et al., 2010). Es könnte jedoch sein, 
dass zu späten Zeitpunkten nach einer Ischämie Mikroglia über die Präsentation von 
Antigenen zur Aufrechterhaltung der Tregs-Antwort im Gehirn beitragen.  
4.2.3 Expression immunologischer Moleküle nach ischämischer Läsion 
Anhand der durchflusszytometrischen und immunhistochemischen Analysen konnte in 
post-ischämischen Hemisphären an den Tagen 14 und 30 eine besonders starke 
Akkumulation Foxp3+ Tregs und aktivierter Mikroglia im Vergleich zu Tag 7 beobachtet 
werden. Am Tag 7 war die Anzahl der CD4+ T-Zellen nicht besonders hoch, es ließen 
sich jedoch ebenfalls vermehrt periphere Leukozyten, wie zum Beispiel Makrophagen 
und dendritische Zellen, im Gehirn messen. Verschiedene immunologische Moleküle 
habe eine wichtige Funktion bei der Rekrutierung von Immunzellen an die 
Inflammationsstelle, bei der Toleranzbildung und bei der Antigenpräsentation. Mit der 
TaqMan-PCR wurden die mRNA-Expressionen verschiedener Moleküle an den Tagen 
7, 14 und 30 gemessen, um einen möglichen Bezug zu der beobachteten 
Akkumulation peripherer und lokaler Immunzellen im Gehirn herstellen zu können. 
Nach ECL lässt sich CXCR3 auf Mikroglia detektieren. Die Signalgebung über den 
Rezeptor CXCR3, z. Bsp. durch den Liganden IP-10, führt zur Rekrutierung von 
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Mikroglia an die Läsion (Rappert et al., 2004). Im ischämischen Gehirn lässt sich 
CXCR3 bis Tag 15 nach MCAO in Abhängigkeit von der Zeit in verschiedenen 
Konzentrationen messen (Biber et al., 2001; Wang et al., 2000). In humanen 
Gehirnproben von Schlaganfallpatienten konnte CXCR3 auf Astrozyten lokalisiert 
werden (Goldberg et al., 2001). Gleichzeitig werden Liganden des CXCR3 im 
Gehirnparenchym freigesetzt (Wang et al., 2000). Astrozyten und Neurone können den 
Liganden IP-10 nach Ischämie sekretieren (Wang et al., 1998). In der Peripherie wird 
CXCR3 auf Lymphozyten exprimiert und ist wichtig für das Homing dieser Zellen aus 
den LK (Cervantes-Barragán et al., 2012). CCR7 ist ein Chemokinrezeptor, welcher in 
Gedächtnis-T-Zellen exprimiert wird (Sallusto et al., 2004) und nach Inflammation im 
Gehirn auf aktivierten Mikroglia und Astrozyten detektiert werden kann (Gomez-Nicola 
et al., 2010; Serafini et al., 2006). Erhöhte Mengen CCR7 können in den ersten Tagen 
nach MCAO im Gehirn und der Peripherie lokalisiert werden (Offner et al., 2005). In der 
hier vorliegenden Studie waren die Chemokinrezeptoren CXCR3 und CCR7 in der 
post-ischämischen Hemisphäre detektierbar und weitere Studien können zeigen, 
welche Zellen CXCR3 und CCR7 im Gehirn exprimieren. Insbesondere könnte CXCR3 
als wichtiger Faktor für Reorganisationsprozesse im Gehirn durch Mikroglia von 
Bedeutung sein (Rappert et al., 2004).  
Die mRNA der Moleküle DC-LAMP und DC-SIGN wurden am Tag 14 nach MCAO in 
der ischämischen Hemisphäre detektiert. DC-LAMP ist ein Glykoprotein, welches in 
den Lysozymen von dendritischen Zellen lokalisiert ist. DC-LAMP wird insbesondere in 
dendritischen Zellen nach Reifung und Aktivierung hoch reguliert (de Saint-Vis et al., 
1998). Nach Multipler Sklerose sind im ZNS reife dendritische Zellen, die positiv für 
DC-LAMP sind, detektierbar (Serafini et al., 2006). Reife und aktivierte dendritische 
Zellen induzieren Immunität (Banchereau and Steinman, 1998) und können in der 
Form einen Einfluss auf die spezifische Aktivierung von Effektor-T-Zellen im Gehirn 
haben.  DC-SIGN, ein C-Typ Lektin, wird von dendritischen Zellen, Makrophagen (van 
den Berg et al., 2012) und Mikroglia exprimiert  (Park et al., 2009). DC-SIGN ist ein 
Adhäsionsmolekül und bewerkstelligt den Kontakt von dendritischen Zellen zu T-Zellen 
über ICAM-3 und das Rollen auf Endothelzellen über die Interaktion mit ICAM-2. 
Zusätzlich hat es eine Rolle bei der Erkennung zahlreicher Mikroorganismen durch 
dendritische Zellen (Švajger et al., 2010). Die Erkennung von Pathogenen über C-Typ 
Lektine führt zu der Expression spezifischer Zytokine, welche die Induktion adaptiver 
T-Zellantworten anweisen (van den Berg et al., 2012). DC-LAMP und DC-SIGN 
könnten demnach eine Bedeutung für späte inflammatorische Prozesse und 
T-Zellaktivierung  im Gehirn nach Ischämie haben. 
ILT3 (oder LILRB4/CD85k) ist ein immunregulatorischer und inhibitorischer Rezeptor, 
welcher von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert wird (Cella 
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et al., 1997). In der Literatur wird ILT3 im Zusammenhang mit Toleranzinduktion 
diskutiert (Manavalan et al., 2003; Suciu-Foca et al., 2005). Insbesondere können 
dendritische Zellen, welche ILT3 im starken Maße exprimieren, Tregs induzieren (Ge et 
al., 2012; Manavalan et al., 2003). Interessanterweise wurde nach MCAO die mRNA 
des ILT3 an allen Zeitpunkten in den lädierten Hemisphären verstärkt exprimiert, wobei 
am Tag 14 die Expression am stärksten war. Auf zellulärer Ebene wurde die 
Expression des ILT3 nicht untersucht. Da das ILT3 in der ischämischen Hemisphäre 
sehr stark exprimiert wurde, wäre in einer weiterführenden Studie interessant zu 
erfahren, welche Zellen diesen Faktor exprimieren und inwiefern ein Zusammenhang 
zu der Expansion von Tregs im Gehirn nach MCAO besteht. Insbesondere kann die 
Frage gestellt werden, ob lokale Mikroglia, bei einer sterilen Inflammation, die nach 
einer MCAO entsteht, einen tolerogenen Phänotyp annehmen können, denn Mikroglia 
können in vitro nach einer milden Stimulation mit IFN- Tregs induzieren (Ebner et al., 
submitted). 
4.2.4 Funktionalität CD25+ Tregs nach MCAO 
Im nächsten Schritt wurden die Auswirkungen einer Depletion der CD25+ Tregs auf 
Infarktvolumina und das Gangverhalten bis zu 27 Tage nach MCAO ermittelt. CD25+ 
Tregs sind eine Gruppe hoch suppressiver CD4+ T-Zellen (Sakaguchi et al., 2006). 
Innerhalb der ersten Woche nach einer MCAO können CD25+ Tregs über die Sekretion 
des Zytokins IL-10 zerebroprotektiv wirken (Liesz et al., 2009a). In der hier vorgelegten 
Studie wurde drei Tage nach MCAO mit dem Depletionsprotokoll begonnen, um einen 
späten Einfluss der CD25+ Tregs auf funktionelle und neurologische Endpunkte zu 
ermitteln. Die Injektion des depletierenden Antikörpers wurde am Tag 14 nach MCAO 
wiederholt, um eine lang anhaltende systemische Wirkung zu erreichen. Eine 
erfolgreiche Depletion der CD25+ Tregs konnte am Tag 9 im Blut nachgewiesen 
werden und der Anteil CD25+ Tregs war am Tag 30 im Blut, zervikalen LK, Milz und im 
Gehirn weiterhin signifikant vermindert (Abb. 34). Im Gehirn konnten am Tag 30 nach 
MCAO keine Effekte auf die Aktivierung der Mikroglia und die Verteilung der 
peripheren Leukozyten am Tag 30 festgestellt werden (Abb. 37). In diesem Fall ist es 
möglich, dass am Tag 30 im Gehirn, durch den Rückgang der Wirkung des 
depletierenden Antikörpers, auf zellulärer Ebene im Gehirn keine Auswirkungen auf 
das Immunsystem mehr festgestellt werden konnten. 
Die i.p. Verabreichung des depletierenden Antikörpers anti-CD25 kann in 
inflammatorischen Modellen zu einer Reduktion der aktivierten CD4+/CD25+ T-Zellen 
führen (Couper et al., 2009). In der gegenwärtigen Studie konnte am Tag 30 nach 
MCAO eine Reduktion der aktivierten CD4+/CD25+ T-Zellen in zervikalen LK und Milz 
beobachtet werden. Es konnte jedoch keine Reduktion der aktivierten CD4+/CD25+ 
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T-Zellen in der ischämischen Hemisphären beobachtet werden. Dieser Einfluss des 
anti-CD25 Antikörpers auf proinflammatorische Komponenten in der Peripherie muss 
bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichtigt werden.  
Die Depletion der CD25+ Tregs führte zu keinen Veränderungen der Infarktvolumina 
und des Gangverhaltens im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 35 und Abb. 36). Eine 
Ursache für die fehlende Wirkung der Depletion auf die Entwicklung des 
Infarktvolumens könnte mit der Modell-spezifischen Größe der Infarktvolumina 
zusammenhängen, die in Abhängigkeit von den chirurgischen Parametern, wie 
Verschlussdauer der MCA und Durchmesser des Fadens zum Verschluss, entstehen. 
In einer früheren Studie war ein Effekt der CD25+ Tregs in Modellen mit einer 
Infarktgröße um die 15 mm3 detektierbar (Liesz et al., 2009a). In Mäusen mit einer 
Infarktgröße um die 100 mm3 war kein Einfluss zu erkennen (Liesz et al., 2009a). In 
einer weiteren Studie, in der spezifisch Foxp3+ Tregs, die sowohl CD25+ Tregs, als 
auch CD25- Tregs enthielten, in Mäusen depletiert wurden, konnte weder eine 
Auswirkung auf die Infarktgröße, die in etwa 50 mm3 betrug, noch auf den funktionellen 
Endpunkt gesehen werden (Ren et al., 2010). In einer aktuelleren Studie wurde sogar 
eine Verminderung des  Infarktvolumens nach Depletion Foxp3+ Tregs beobachtet. In 
dieser Studie wurde nach Depletion Foxp3+ Tregs eine reduzierte Thrombenbildung 
und verbesserte zerebrale Reperfusion beobachtet (Kleinschnitz et al., 2012). Daraus 
lässt sich ableiten, dass spezifische Zellen des Immunsystems eine unterschiedliche 
Relevanz in unterschiedlichen Modellen für Schlaganfall haben. Diese 
Schlussfolgerung ist bei der Extrapolation von Ergebnissen aus der experimentellen 
Schlaganfallforschung in klinische Anwendungen relevant. 
Ein weiterer wichtiger Faktor für die Wirkung der Immunzellen im Gehirn ist die Zeit. 
Der Einfluss von Immunzellen auf die Entwicklung des ischämischen Infarkts im Laufe 
der Zeit ist ein sehr dynamischer Prozess. Vermutlich kann die protektive Wirkung der 
Tregs innerhalb der ersten Woche nach MCAO auf eine sog. „bystander suppression“  
zurückgeführt werden (Liesz et al., 2009a). Diese Form der Suppression durch Tregs 
erfolgt antigenunspezifisch und wirkt auf Effektor-T-Zellen mit sehr distinkten 
Antigenspezifitäten (Tang and Bluestone, 2008). Nach Tolerisierung der Versuchstiere 
mit Gehirnantigenen vor einem ischämischen Infarkt führt die Tregs vermittelte Antwort 
zu verminderten Infarktgrößen und einer Verbesserung funktioneller Endpunkte 
(Frenkel et al., 2003; Gee et al., 2008). In den ersten Tagen nach MCAO entsteht 
zunächst eine unspezifisch ausgerichtete T-Zellantwort, während zu späteren 
Zeitpunkten in der Peripherie eine spezifische Aktivierung von T-Zellen stattfindet, 
welche in das Gehirn infiltrieren. Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen jedoch, dass 
in einem verzögerten Zeitfenster CD25+ Tregs nicht relevant für die Limitierung 
inflammatorischer Prozesse sind, die die funktionelle Erholung nach MCAO 
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beinträchtigen. Es könnte sein, dass in dieser späten Phase nach einem Schlaganfall 
die Funktion der Tregs variiert und vielmehr assoziiert ist mit Reparaturmechanismen 
wie Narbenbildung, Gewebeumbau und Revaskularisierung des betroffenen Hirnareals 
(Rolls et al., 2009).  
4.3 Ausblick 
In dieser Doktorarbeit wurde zum ersten Mal ein immunologischer Prozess entdeckt, 
der zeitlich getrennt von der ersten Akkumulation lokaler und peripherer Immunzellen 
im lädierten Hirnareal stattfindet (Stubbe et al., 2013). Die späte Akkumulation von 
CD4+ T-Zellen, Foxp3+ Tregs und antigenpräsentierenden Zellen könnte für 
therapeutische Zwecke, die auf das Immunsystem abzielen, relevant sein. Die 
Mechanismen zur Toleranzinduktion, die über Tregs und tolerogene Moleküle reguliert 
werden, sind ein potentielles therapeutisches Ziel zur Prävention vor sekundärer 
Schädigung und Förderung der Rehabilitation nach einem ischämischen Infarkt oder 
einer mechanischen Verletzung im Gehirn. Deswegen ist die weitere Erforschung der 
Spezifität und Funktionalität aktivierter Tregs nach einer ischämischen oder 
mechanischen Läsion für die klinische Anwendung von Interesse.  
Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigen, dass die Immunantwort nach Ischämie ein 
systemischer, dynamischer und langfristiger Vorgang ist. Langfristige Beobachtungen 
in der experimentellen Schlaganfallforschung sind notwendig, denn neben der akuten 
sterilen Inflammation nach einer Gehirnischämie, kommt es innerhalb der ersten Tage 
zu einer systemischen Immundepression. Durch die systemische Immundepression 
besteht eine erhöhte Gefahr der Entstehung bakterieller Infektionen, wie Pneumonie 
oder Infektion des Urinaltrakts (Klehmet et al., 2009; Meisel et al., 2005; Prass et al., 
2003; Westendorp et al., 2011). Im Tierversuch führte die Stimulation einer 
systemischen Inflammation zu einer verstärkten Sensibilisierung gegen das 
Gehirnantigen MBP und Verschlechterung neurologischer und funktioneller Endpunkte 
(Becker et al., 2005; Zierath et al., 2009). In einer Patientenstudie konnte eine erhöhte 
Mortalitätsrate 30 Tage und ein Jahr, jedoch nicht eine Woche, nach Schlaganfall mit 
Pneumonie festgestellt werden (Finlayson et al., 2011). Für die Extrapolation von 
Ergebnissen aus der experimentellen Schlaganfallforschung sind langfristige 
Versuchsansätze gefordert (Mergenthaler and Meisel, 2012). Neben dem Vergleich 
von Infarktvolumina nach einer therapeutischen Intervention können Untersuchungen, 
die langfristige funktionelle Endpunkte wie das Gangverhalten beschreiben, die 
experimentelle Schlaganfallforschung verbessern (Hetze et al., 2012; Mergenthaler 
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